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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde an einem Mausmodell der chronischen
Niereninsuffizienz untersucht, ob eine P2X7-Rezeptordefizienz Einfluss auf die
Progredienz der Erkrankung nehmen kann. Am Modell der subtotalen Nephrektomie
wird die Entwicklung einer chronischen Niereninsuffizienz und deren spezifischen
Umbauprozesse im Bereich der Niere mit Ausbildung von Fibrose durch insbesondere
chronische Inflammationsprozesse untersucht. Purinerge Rezeptoren wie der hier
untersuchte P2X7-Rezeptor und dessen rezeptorvermittelte Signalkaskaden auf
humanen Makrophagen sind Uber die Ausschuttungen von pro-inflammatorischem
Interleukin 18 (IL1B) hieran beteiligt. Nach subtotaler Nephrektomie bei P2X7-KO-
sowie Wildtyptieren erfolgte die Untersuchung physiologischer und laborchemischer
Parameter. Daruber hinaus wurde das Nierengewebe histologisch aufgearbeitet sowie
MRNA- und Protein-Expressions Analysen mittels Real-time PCR sowie Western Blot
zur Evaluation maladaptiver Umbauprozesse angefertigt. So konnte gezeigt werden,
dass es bei P2X7 Defizienz in einem geringen Mal® zu histologisch darstellbarer
Glomerukslerose sowie Ablagerung von extrazellularer, collagener Matrix kommt.
Auch war bei der P2X7-KO-Gruppe eine verbesserte Cystatin C-Clearance mit
geringerer Albuminurie zu beobachten. In der mRNA-Expressionsanalyse zeigte sich
eine geringere Expression pro-inflammatorischer sowie pro-fibrotischer Parameter. So
wurden eine tendenziell erniedrigte Expression des Zytokins Transforming growth
factor B (TGFB), welches u.a. an der Signaltransduktion zur Regulation extrazellularer
Matrix beteiligt ist, und eine signifikant verringerte Expression von Collagen1
beobachtet. Durch Western Blot Analyse konnte dieses Ergebnis auf Proteinebene
bestatigt werden. Zusatzlich wurde bei P2X7-KO-Tieren eine Reduktion der
Markophagen-chemotaktischen Zytokine wie dem Monocyte chemotactic protein 1
(MCP-1) und dem Nuclear factor «-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF«B), die
kritisch fur die Entstehung und Aufrechterhaltung einer Inflammationsreaktion sind,
gezeigt. Zusammenfassend schutzt die P2X7-Rezeptordefizienz nach subtotaler
Nephrektomie vor fortschreitender Nierenfunktionseinschrankung im Vergleich zu den

Wildtyptieren.



Abstract

In the present work, in a mouse model of chronic renal failure it was investigated
whether P2X7 receptor deficiency can influence the progression of the renal disease.
Using the subtotal nephrectomy model, the development of chronic kidney disease and
its specific renal remodeling processes with development of fibrosis through
inflammation processes were examined. Purinergic receptors, especially the P2X7
receptor, are able to trigger signal cascades in macrophages that are involved in
mediating the release of pro-inflammatory interleukin 1B (IL1B). After subtotal
nephrectomy in P2X7-KO and wild-type animals, physiological and laboratory
parameters were examined. In addition, kidney tissue was histologically processed,
and mRNA and protein expression analyses were carried out using real-time PCR and
Western blot in order to evaluate maladaptive remodeling processes. It could be shown
that with P2X7 deficiency there was a reduction in glomerulosclerosis and deposition
of extracellular, collagenous matrix. An improved cystatin C clearance with lower
albuminuria was also observed in the P2X7-KO group. The mRNA expression analysis
showed a lower expression of pro-inflammatory and pro-fibrotic parameters. A
tendency towards a decreased expression of the cytokine transforming growth factor
B (TGFB) was found, which among others is involved in signal transduction for
regulation of the extracellular matrix. A significantly decreased expression of collagen1
was observed using mRNA and western blot analysis. In addition, a reduction in the
macrophage chemotactic cytokines such as the monocyte chemotactic protein 1
(MCP-1) and the nuclear factor «-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF«B) was
shown in P2X7-KO animals, which are critical for the development and maintenance
of an inflammatory reaction. In summary, in an animal model of chronic renal failure
the P2X7 receptor deficiency protected against progression of kidney function

impairment compared to wild-type animals.
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1 Einleitung

1.1 Anatomie, Funktion und Physiologie der Niere

Die Niere ist ein paarig angelegtes, parenchymatdoses Organ mit einer
retroperitonealen Lage und einem Einzelgewicht von circa 120 bis 200 g beim
Menschen, das der Eliminierung bestimmter Stoffwechselprodukte und der
Regulation des Elektrolyt-, Wasser- und Saure-Basenhaushaltes dient. Uberdies
erfullt sie endokrinologische Funktionen. Sie ist beispielsweise beteiligt an der
Synthese des Glykoprotein-Hormons Erythropoetin, das stimulierend auf die
Erythropoese wirkt, an der Biosynthese von Vitamin D3, das eine wesentliche Rolle
in der Regulation des Calciumstoffwechsels spielt, sowie an der Regulation des
Blutdrucks Uber das Renin-Angiontensin-Aldosteron-System. Um diese Funktionen
zu gewabhrleisten, wird die Niere von ca. 20% des Herzzeitvolumens perfundiert. Die
funktionelle Grundeinheit der Niere ist das Nephron bestehend aus Glomerulus,

Tubulussystem und Sammelrohr.
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Abb. 1: Schematische Struktur eines Glomerulus modifiziert nach Pollak et al. (Pollak, Quaggin,

Hoenig, & Dworkin, 2014) mit Genehmigung der American Society of Nephrology

Das Glomerulus ist die Filtrationseinheit der Niere, das aus Gefalipol,
Endothelzellen, Mesangiumzellen, viszeralen und parietalen Epithelzellen und der
Basalmembran besteht, sowie einen Durchmesser von circa 150 ym hat. Am
Gefalpol finden sich das Vas afferens und efferens, die der Blutversorgung des
Glomerulus dienen. Aus ihnen entspringt das Kapillarschlingennetz des
Glomerulus. Die glomerulare Filtereinheit besteht aus drei Schichten: den
Endothelzellen, die eine fenestrierte Endothelzellschicht bilden, der Basalmembran
und den Podozyten. Hierduch wird eine Porenfunktion erflllt, welche Grundlage der
Filtration darstellt. Durch ihre anatomische Lage tritt sie in direkte Interaktion mit den
Bestandteilen des Blutes. Das Mesangium wird gebildet durch die Mesangiumzellen
und die mesangiale Matrix. Es besitzt kontraktile Eigenschaften und kann neben der



Collagensynthese, immunologische Eigenschaften wie die Phagozytose von
Pathogenen erflllen. Viszerale und parietale Epithelzellen bilden gemeinsam die
sogenannte Bowman-Kapsel. Der viszerale Teil der Bowman-Kapsel wird durch
Podozyten gebildet, die sowohl mit der Basalmembran als auch Uber die
podozytaren Ful¥fortsatze miteinander in Verbindung stehen. Zwischen den
interdigitierenden Fulfortsatzen spannt sich die podozytare Schlitzmembran zur
Filtration auf. Parietale Epithelzellen sind dicht gelagerte polygonale Zellen, die bei
bestimmten glomerularen Erkrankungen wie der fokal segmentalen
Glomerulonephritis ausgepragte Proliferationen zeigen kénnen (Smeets et al.,
2011). Die Basalmembran fungiert als Trennschicht zwischen den viszeralen
Podozyten der Bowman-Kapsel und den glomerularen Endothelzellen und ist eine
groRen- und ladungsselektive Diffusions- und Filtrationsbarriere. Auf das
Glomerulus folgt nachgeschaltet das komplexe Tubulussystem des Nephrons,
bestehend aus proximalem Tubulus, der Henle-Schleife und dem distalen Tubulus.
Im proximalen Tubulus finden sich durch einen Burstensaum gekennzeichnetes
Epithel. Hier findet circa 60 % der isotonischen Rickresorption des im Glomerulus
filtrierten Primarharnes statt. Die Henle-Schleife besteht aus einem dunnen
absteigenden, einem dinnen aufsteigenden und einem dicken aufsteigenden Teil.
In ersterem findet sich das membranstandige Aquaporin 1, das eine gute
Durchlassigkeit fur Wasser gewahrleistet. Der dann folgende dunne aufsteigende
Teil hingegen zeigt eine gute Permeabilitat fur lonen, allerdings keine Expression
von Aquaporin 1. Im letzten, ebenfalls wasserundurchlassigen Teil der Henle-
Schleife findet vermehrt Natriumchlorid-Ruckresorption statt. Anschlief3end folgt der
distale Tubulus, der eine Kontaktstelle mit dem Glomerulus an der Macula densa
des Gefal3pols aufweist, den sogenannten juxtaglomerularen Apparat. Dieser tragt
entscheidend zur renalen Regulation des Elektrolythaushaltes und des Blutdrucks
bei. Im Bereich der Macula densa kann uber einen chemosensitiven Natrium-
Kalium-Chlorid-Symporter die Konzentration dieser Elekrotlyte im Harn des distalen
Tubulus gemessen werden und so der Konzentrationsgradient zum Vas afferens
detektiert werden. Zeigt sich der Urin beispielsweise hyperosmolar, so kann durch
Sekretion von Adenosin aus den Macula densa Zellen eine Vasokonstriktion in der
glatten Muskulatur der Vasa afferentes bewirkt werden. Der hieruber reduzierte
Harnfluss im Bereich der Henle-Schleife begunstigt eine vermehrte Ruckresoprtion

von lonen aus dem Harn aufgrund einer verlangerten Latenz, damit die



lonenkonzentration im distalen Tubulus abnimmt. Im Falle eines hypoosmolaren
Urins kommt es zur Sekretion von Renin aus der epitheloiden Myozyten im Bereich
der Wand des Vas afferens in den Blutkreislauf, was zu einer Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems  (RAAS-System) fuhrt und Uber eine
Vasokonstriktion einen Anstieg des Blutdrucks bewirkt. Renal erfolgt dies vor allem
im Bereich des Vas efferens, wodurch der Druck im Glomerulus und die glomelurare
Filtrationsrate steigen und nachfolgend die Natriumexkretion angepasst wird.
Zusatzlich existiert am juxtaglomerularem Apparat ein Feedbackmechanismus, der
uber Messung von Elektrolytkonzentrationen Einfluss auf den Tonus der afferenten
Arteriole nehmen kann. Hierbei sind zwei Mechanismen relevant, zum einen die
myogene Kontrolle des GefaBtonus durch schnelle Anderung des
Perfusionsdruckes in einem Gefald und zum anderen die Kontrolle durch die
vasoaktive Substanz Adenosin. Der distale Tubulus mindet in das Sammelrohr als
letzten Teil des Nephrons. Das Sammelrohr kann Uber verschiedene Hormone
stimuliert werden. So induziert das Antiduretische Hormon den Einbau von
Aquaporin 2, das eine erhohte Permeabilitat des Sammelrohrsfur Wasser bewirkt
und so dessen Ruckresorption verstarkt. Das Hormon Aldosteron induziert hier den
Einbau luminaler Natriumkanale (ENac) und Natrium-Kalium-ATPasen in die
apikale Plasmamembran der Hauptzellen zur vermehrten Rlckresorption von
Natrium und dadurch osmotisch verstarkter Wasserriickresorption (Koushanpour,
2013; Schrier & Schrier, 1997).

Die Aufrechterhaltung des renalen Blutflusses ist essenziell, damit die Niere ihre
regulatorische Funktion suffizient erflllen kann. Intrarenal ist der Cortex am
dichtesten perfundiert. Der renale Blutfluss wird grundsatzlich aber durch den Druck
in Arteria und Vena renalis und den Gefaldwiderstand bestimmt. Die afferenten und
efferenten Arteriolen konnen durch Tonusanderung in den GefalRwanden eine
sensible Aufrechterhaltung des notwendigen Mitteldruckes gewahrleisten, so dass
eine Autoregulation der renalen Durchblutung entsteht (Siegenthaler, 2006).

1.2 Chronische Niereninsuffizienz

Die chronische Niereninsuffizienz wird definiert als Abweichungen von der normalen
Nierenstruktur und/oder -funktion, die langer als 3 Monate bestehen und negative
Auswirkungen auf den allgemeinen Gesundheitszustand haben. Die Klassifikation
nach KDIGO (The Kidney Disease: Improving Global Outcomes) erfolgt anhand der



Grunderkrankung des Patienten, der glomerularen Filtrationsrate und dem Grad der
Albuminurie (Levin, 2013a). Turin et al. konnten diesbezuglich zeigen, dass bereits
kurzfristige, aber auch jahrliche, geringgradige Anderungen der zuvor genannten
Nierenfunktionsparameter einen negativen Einfluss auf die Gesamtmortalitat eines
Patienten haben kénnen (Turin et al., 2012a, 2012b, 2013).



Tabelle 1: Progredienzsrisiko der chronischen Niereninsuffizienz nach Farbintensitat (modifiziert
nach KDIGO 2013b)).

Kontrolluntersuchung notwendig (wenn keine zusatzlichen krankheitsrelevanten Auffalligkeiten

(Levin, Steigendes Risiko von grin nach rot. Grin: jahrliche

vorliegen), gelb: jahrliche Kontrolluntersuchung notwendig, orange: 2-mal jahrliche

Kontrolluntersuchung notwendig, rot: mindestens 4-mal jahrliche Kontrolluntersuchung notwendig;

GFR = glomerulare Filtrationsrate, AKR = Albumin-Kreatinin-Ratio.

Albuminurie-Kategorie
(mg/g)
Chronische Niereninsuffizienz nach Albuminurie- | A1 A2 A3
und GFR-Kategorien Normal | Moderat | Stark
bis erhoht erhoht
leicht
erhoht
AKR AKR 30 | AKR
<30 — 300 | >300
mg/g mg/g mg/g
G1 Normal oder | 290 1 2
hoch
G2 Mild 60 - 2
eingeschrankt | 89
G3a | Mild bis | 45 -
GFR-Kategorie moderat 59
(ml/min/1,73m?) eingeschrankt
G3b | Moderat bis | 30 -
schwer 44
eingeschrankt
G4 Schwer 15 -
eingeschrankt | 29
G5 Nierenversagen | <15

Im europaischen Durchschnitt liegt die Inzidenz der terminalen Niereninsuffizienz
bei etwa 135 pro 1.000.000 Einwohner pro Jahr, die Pravalenz bei circa 700 pro
1.000.000. Im US-amerikanischen Raum zeigt sich im Vergleich eine Inzidenz von
336 pro 1.000.000 Einwohner pro Jahr und eine Pravalenz von 1403 pro 1.000.000
(Meguid ElI Nahas & Bello, 2005), bedingt durch hdhere Inzidenzen sowie

Pravelanezen der ursachlichen Grunderkrankungen.

Die Behandlungsoptionen chronischer Niereninsuffizienz umfassen zunachst die
Behandlung der Grunderkrankung und der Risikofaktoren, sowie die Behandlung

der sekundaren Folgeerkrankungen wie z.B. renaler Anamie, metabolischer



Azidose, Storungen der Vitamin D-, Calcium- und Phosphathomodostase, einer
Hypertonie und Storungen des Volumenstatus. Im Falle einer terminalen
Niereninsuffizienz kommen Nierenersatzverfahren (Hadmodialyse, die
Peritonealdialyse oder die Nierentransplantation) zum Einsatz. Die Inzidenz von
Nierenersatzverfahren bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz lag 2012 in
Europa in der Altergruppe der 65 — 74-Jahrigen bei 25%, die Pravalenz bei 22%.
Bezogen auf die Altergruppe der tUber 75-Jahrigen lagen die Inzidenz bei 30% und
die Pravalenz bei 20% (Pippias et al., 2015). Fihrend fur die Entwicklung und das
Fortschreiten einer chronischen Niereninsuffizienz sind mit circa 45% der Diabetes
mellitus Typ 2 und mit circa 20% die arterielle Hypertonie mit vaskularer
Nephropathie. Zusatzlich sind Glomerulonephritiden und Systemerkrankungen mit
Nierenbeteiligung wie bespielsweise Vaskulitiden atiologisch bedeutsam (Weiner,
2007).

Histologisch lassen sich verglichen mit einem Normalbefund Veranderungen an
nahezu allen Strukturen der Niere beobachten. Im Rahmen einer vaskularen
Nephropathie zeigen sich Veranderungen im Bereich der Gefalarchitektur mit
Zunahme von Hyalin- und Collagenfasern, die zu einer Arteriolosklerose fuhren. Im
Bereich der Glomeruli fuhrt dies zu einer Sklerose mit Zunahme der mesangialen
Matrix und Fibrosereaktion, was mit einem zunehmenden Funktionsverlust
einergeht (Seccia, Caroccia, & Calo, 2017). Bei der Entwicklung der tubulo-
interstitiellen Fibrose bei renalen Erkrankungen kommt dem Transforming growth
factor B (TGFP) eine Schlisselfunktion zu (Bottinger, 2007; W. Wang, Koka, & Lan,
2005). Tierexperimentelle Arbeiten mit transgenen Mausen, die hohe
Konzentrationen an TGFB in Hepatozyten produzierten, zeigten deutliche
histologische Veranderung wie beispielsweise Expansion des Mesangiums,
tubulointerstitielle Fibrose und tubulare Atrophie. Weiterhin entwickelten diese Tiere
konsekutiv eine Proteinurie, die zu weiterer Nierenfunktionseinschrankung fuhrte
(Kopp et al.,, 1996; Sanderson et al., 1995). In einem Modell der unilateralen
Ureterobstruktion haben Moon et. al gezeigt, dass durch selektive Inhibition des
TGFB-Signalweges signifikant geringere fibrotische Veranderungen in Rattennieren
nachzuweisen waren, aber auch eine geringere Expression von TGF@ zu
detektieren war (Moon, Kim, Cho, Sheen, & Kim, 2006). Stimuliert wird die TGF(

Exkretion durch das pro-inflammatorische Zytokin Interleukin 1 (IL1) (Gabay,



Lamacchia, & Palmer, 2010). In Mausmodellen mit ischamischem
Reperfusionsschaden konnte gezeigt werden, dass durch IL1 die renale
Schadigung durch vermehrtes Auftreten von Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten gesteigert wurde (Furuichi et al.,, 2006). Supression der
Interleukinwirkung zeigte eine Verbesserung der Progredienz experimenteller
Glomerulonephritis. Lan et al. konnten hier zeigen, dass durch Einsatz von IL1-
Rezeptor Antagonisten ein signifikant geringerer Grad an Proteinurie und eine
insgesamt besser erhaltene Nierenfunktion erreicht werden konnten (Lan, Nikolic-
Paterson, Zarama, Vannice, & Atkins, 1993). In chronisch geschadigten Nieren
lassen sich histologisch vermehrt Makrophagen nachweisen, als Ausdruck einer
chronischen Inflammationsreaktion (Y. Wang et al., 2007). Es liegen also eine eine
Aktivierung des inflammatorischen Systems mit Zunahme der extrazellularen Matrix

mit vermehrter Fibrosereaktion und nachfolgendem Funktionsverlust vor.

1.3 Purinerge Rezeptoren

Die Bedeutung der Signaltransduktion durch purinerge Nukleoside wie Adonesin
und purinerge Nukleotide wie ATP wurde erstmals 1929 in der Literatur beschrieben
(Drury & Szent-Gyorgyi, 1929). Eine erste kriterienorientierte Einteilung gelang
Burnstock in 1970er Jahren. Er entwickelte ein Modell in dem er die relative Potenz
der Nukleoside und Nukleotide, die selektive Moglichkeit zur Antagonisierung, die
Modulation der Adenylat-cyclase und die daraus resultierenden Veranderungen und
schlieB3lich die Unterschiede in der Induktion der Synthese von Prostaglandinen am
jeweiligen Rezeptortyp im Modell der Zellkultur zur Einteilung nutzte (Burnstock,
1978). In der Folge flhrte diese Forschung zu einer international anerkannten
Klassifikation der purinergen Rezeptoren, die anhand ihrer Transmitter in P1-
Adenosin-Rezeptoren mit den Subklassifikationen A1, A2, etc. und P2-ATP-
Rezeptoren mit den Hauptrezeptorfamilien P2X und P2Y eingeteilt werden. Die
Differenzierung erfolgt hier unter Berucksichtung des Transduktionsmechanismus.
Die Hauptfamilie der P2X-Rezeptoren besteht aus liganden-gesteuerten
Kationkanalen; die der P2Y-Rezeptoren aus G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(Abbracchio MP, 1993). Die Signaltransduktion von ATP kann intra- oder
extrazellular erfolgen und sie kommt nahezu ubiqitar in fast allen Zellen des
Organismus vor. Die intrazellulare Signaltransduktion erfolgt beispielsweise als Co-

Substrat von ATP-abhangigen Kinasen. Die extrazellulare Signaltransduktion



bespielsweise als Agonismus an purinergen Rezeptoren (Oberhauser, Vonend, &
Rump, 1999; Ralevic & Burnstock, 2003; Vonend et al., 2002). In Abhangigkeit des
Rezeptortyps kommt es bei Aktivierung beispielsweise zu Zellprofliferation und -
migration, zu erhohter Plattchenaggregation oder Mediation bei epithelialen
Transportvorgangen. Nach heutigem Stand sind sieben P2X- (P2X1-7) und acht
P2Y-Rezeptoren (P2Y1,2,4,6,11-14) bekannt (Burnstock, 2012). P2-Rezeptoren
werden in fast allen Organsystem exprimiert, so zeigt auch die Niere ein
heterogenes Verteilungsmuster (Burnstock & Knight, 2004; Turner, Vonend, Chan,
Burnstock, & Unwin, 2003). P2X-Rezeptor Untereinheiten bestehen in der Regel
aus unterschiedlich langen Aminosauresequenzen mit je zwei hydrophoben
Regionen innerhalb der Plasmamembran und der extrazellular gelegenen ATP-
Bindungsstelle. Die N- und C-Termini liegen auf cytoplasmatischer Seite. Je drei
Rezeptoruntereinheiten sind in der Lage eine gemeinsame Pore zu bilden, die
selektiv die Kanalfunktion erfullt. Eine Heterotrimerisierung aus verschiedenen
Rezeptrountereinheiten kann ebenfalls auftreten. Die P2X-Rezeptoren
unterscheiden  sich  untereinander  zusatzlich in  Aktivierungs- und
Deaktivierungsverhalten in Abhangigkeit von der Konzentration an ATP und der
Dauer der Exposition am Rezeptor, und zeigen Unterschiede in der
Desensibilisierung hinsichtlich der Offnungsdauer des Kanals (North, 2002; Ralevic
& Burnstock, 1998).

Der P2X7-Rezeptor zeigt sowohl eine vermehrte Expression auf Zellen des
Immunsystems wie Lymphozyten und Makrophagen, als auch auf Epithelien und
Zellen der hamatopoetischen Zelllinie (Di Virgilio et al., 1998; Ferrari et al., 2006).
Er kann keine Heteromere mit anderen Rezeptoren der P2X-Gruppe bilden und
kommt daher nur als Homomer vor. Im Vergleich zu anderen P2X-Rezeptoren
bendtigt der P2X7-Rezeptor hohere Konzentration an ATP zur Aktivierung. Der
Rezeptor desensitisiert nicht, d.h. seine Offnungsdauer entspricht der Bindungszeit
des ATP. Durch Aktivierung kann daher ein groRerer Kationeninflux an Natrium und
Calcium-lonen generiert werden (Anderson & Nedergaard, 2006; Ferrari et al.,
2006; Surprenant, Rassendren, Kawashima, North, & Buell, 1996). Die
Haupteffekte der rezeptorvermittelten Signalkaskaden des P2X7-Rezeptors auf
humanen Makrophagen sind die Ausschittungen von Interleukin 18 (IL13) und

Interleukin 18, die Induktion von Makrophagenfusion, Lymphozytenproliferation und



Apoptose bzw. Nekrose (Di Virgilio et al., 1998; Ferrari et al., 1997; Ferrari et al.,
2006). Durch die vermehrte Sekretion von IL1(3 werden weitere pro-inflammtorische
Zytokine wie Interleukin 6 oder TNFa sekretiert, die zu einer weiteren Rekrutierung
inflammatorischer Zellen wie Makrophagen fihren und so eine lokale
Entziindungsreaktion unterhalten (Chessell et al., 2005; Lammas et al., 1997). Bei
medikamentds induziertem Diabetes mellitus und transgen induzierter arterieller
Hypertonie konnte im Tierversuch eine vermehrte Expression des Rezeptors vor
allem an den Podozyten, aber auch im Bereich des Endothels und den
Mesangiumzellen detektiert werden. Diese vermehrte Expression ging einher mit
einer Expansion der mesangiozellularen Matrix und einem gesteigerten Grad an
interstitieller Fibrose (Solini et al., 2005; Vonend et al., 2004).

1.4 Rolle der P2X7 Rezeptoren bei der chronischen Niereninsuffizienz

Bei der chronischen Niereninsuffizienz kommt es zu einem Verlust des
funktionsfahigen Nierengewebes und damit zu einer Einschrankung der
Nierenfunktion. Bei Aktivierung des P2X7-Rezeptors auf murinen Makrophagen und
auf Isolaten vaskularer Zellen muriner Aorta kommt es zu vermehrter Sekretion von
IL1B und daraus resultierend zu einer Inflammationsreaktion sowie zu ATP-
abhangiger Apoptose bzw. Nekrose (Chiao, Tostes, & Webb, 2008; Pelegrin,
Barroso-Gutierrez, & Surprenant, 2008). Vonend et al. haben gezeigt, dass es in
Modellen chronischer Nierenschadigung wie dem Streptozotozin-induziertem
Diabetes mellitus oder eines transgen induziertem Hypertonus eine Veranderung
im Verteilungsmuster des Rezeptors gibt. Es konnte gezeigt werden, dass unter
physiologischen Bedingungen im Rattenmodel eine geringfugige Anzahl an
Rezeptoren in den Golmeruli zu finden sind. Unter den induzierten pathologischen
Bedingungen hingegen zeigte sich eine starke Hochregulation des Rezeptors im
Bereich der Podozyten, des Endothels und der Mesangiumzellen (Vonend et al.,
2004). Fur das Modell der subtotalen Nephrektomie wurde ein &ahnliches
Verteilungsmuster angenommen (Hillman, Burnstock, & Unwin, 2005). Goncalves
et al. haben in einem Modell der unilateralen Ureterobstruktion (UUQO) mit P2X7-
Rezeptor-defizienten Mausen gezeigt, dass es zu einem geringeren Grad an
inflammationsassoziierter Fibrose in den defizienten Mausen gekommen ist
(Goncalves et al., 2006). Die Autoren beobachteten in der Gruppe der defizienten

Mause einen geringeren Grad an Makrophageninfiltration, geringe
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Myofibroblastenanzahl, einen geminderten Collagenfaseranteil sowie geringere
Expression von TGFp im Interstitium. Daher wurde ein positiver Zusammenhang
zwischen P2X7-Aktivierung und der Stimulation von Fibroblasten vermutet. Ein
moglicher Erklarungsansatz konnte sein, dass IL13 die Fibroblastenproliferation
und die Produktion von extrazellularem Collagen in Makrophagen und epithelialen
Zellen fordert. In einem in vitro Experiment haben Karmakar et. al den Einfluss von
Lipopolysacchariden (LPS) als ein Induktor von Inflammation und ATP auf P2X7-
defizienten neutrophilen Granulozyten untersucht. Hohe ATP-Konzentrationen
fuhren zu einer Aktivierung des Rezeptors. Dies hat einen Kationeninflux in Form
von Ca2+ zur Folge. Es konnte gezeigt werden, dass gleichzeitige hohe LPS- und
ATP-Stimulation eine hohe zytosolische Kalziumkonzentration zur Folge hatten, die
eine Exozytose von Vesikeln, in diesem Falle, mit IL13 bewirkte. In den Rezeptor-
defizienten neutrophilen Granulozyten kam es zu einer signifikant geringeren
Ausschuttung von IL1B und daher zu einer verminderten Inflammationsreaktion

(Karmakar, Katsnelson, Dubyak, & Pearlman, 2016).

1.5 Ziel dieser Arbeit
Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des P2X7-Rezeptors im Rahmen der

chronischen Niereninsuffizienz zu untersuchen. Am Knockout-Mausmodell wurde
nach subtotaler Nephrektomie der Einfluss des purinergen P2X7-Rezeptors auf die
Progredienz der Erkrankung untersucht, sowie die daran Dbeteiligten
inflammatorischen Mediatoren und die renale Organfibrose analysiert.
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2 Methoden

2.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Als Versuchstiere wurden ausschlieBlich 6-8 Wochen alte mannliche P2X7-
Rezeptor-Knockout Mause (Solle et al., 2001) verwendet. Als Vergleichsgruppe
dienten entsprechende Tiere des Wildtyps. Es handelte sich um Tiere des FVB-
Maus-Hintergrundes. Untergebracht waren die Tiere in der zentralen
Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Sie wurden in Typ
lll-Polycarbonat-Kéfigen bei 45 % Luftfeuchtigkeit, 20 - 22° Celsius
Raumtemperatur und einem 12-stindigen Tag-Nacht-Zyklus gehalten und hatten
jederzeit freien Zugang zu Wasser und Futter. Das Aktenzeichen des Tierversuches
lautete 84-02.04.2011.A268 mit der lokalen Nummer G268_11.

2.2 Subtotale Nephrektomie
Das Operationsgebiet wurde steril abgedeckt. Die Operation erfolgte unter sterilen

Bedingungen in der Tierversuchsanstalt des Universitatsklinikums Dusseldorf. Das
Operationsbesteck stand vor den Operationen autoklaviert zur Verfigung. Vor dem
Eingriff wurde der Bereich um die geplante Inzisionstelle am Versuchstier gro3zugig
rasiert (Andis, Sturtevant, USA) und das Tier wurde gewogen. Die intraperitoneal
injizierte Narkose der Tiere erfolgte mittels einer Mischung aus 0.168 mg/gKG
Ketamin (10 mg/ml; Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland) und 8 ug/gKG
Xylazinhydrochlorid (2 mg/ml; AniMedica GmbH, Senden-Bdsensell, Deutschland)
in isotoner Kochsalzlésung (NaCl 0.9%) im Verhaltnis 1:1:8. Zur Bestimmung einer
ausreichenden Narkosetiefe wurde ein interdigitaler Schmerzreiz an den
Hinterlaufen der Tiere gesetzt und adaquat beurteilt. Pra-, peri- und postoperativ
wurden die Tiere prophylaktisch mit einer Augensalbe behandelt (Polyspectran HC,
Alcon). Die technische Ausfihrung der subtotalen (5/6) Nephrektomie wird im
Folgenden beschrieben:

Nach atraumatischer Fixierung des Tieres erfolgte die Hautdesinfektion mit steriler
Abdeckung des Operationsgebietes. AnschlieBend wurde eine dorsale,
longitudinale, median-subcostale Hautinzision mittels chirurgischer Schere
durchgefihrt (feine Schere, gerade, 11.5 cm, Martin). Nach Mobilisierung der Haut
und der darunter liegenden Faszie erfolgte die scharfe Durchtrennung der
rechtsseitigen Bauchmuskulatur, um das Nierenlager frei zu legen. Nach
vorsichtiger Luxation der rechten Niere nach auflen wurde die Nierenkapsel
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abprapariert. Mittels eines sterilen Seidenfadens (PH-Seide 4-0) wurde der
Nierenhilus ligiert, das Organ in toto reseziert und der Gefal3stumpf repositioniert.
Das Gewicht des Organs wurde ermittelt. Nach Verschluss der Bauchmuskulatur
mittels Einzelknopfnahten (Vicryl 3-0) erfolgte die subtotale Nephrektomie der linken
Niere. Diese entsprach bis auf folgende Unterschiede der rechtsseitigen: Nach
erfolgreicher Praparation der Nierenkapsel wurden mittels zweier steriler
Seidenfaden der obere und untere Pol der linken Niere ligiert und reseziert, so dass
circa 60 % des Nierengewebes entfernt wurden, was ca. 5/6 des totalen
funktionellen Nierengewebes entspricht. Die Hautinzision wurde durch eine
fortlaufende Naht (Prolene 3-0) verschlossen. Im Mittel betrug die Operationszeit 25
— 30 Minuten pro Tier.

Postoperativ erfolgte eine subkutane Flussigkeitssubstitution mit 0.5 ml
physiologischer Kochsalzlosung. Weiterhin wurden die Tiere analgetisch mit 0.05 —
0.1 mg/kgkG  Buprenorphin  behandelt und  zwecks  geeigneten
Warmemanagements bis zum Erwachen mit einer Infrarotlampe bestrahlt. In
frischen Kafigen wurden die Tiere unter Versuchsbedingungen weiter versorgt. Das
Nahtmaterial wurde in der Regel durch die Versuchstiere fruhzeitig selbst entfernt.
Verbliebenes Nahtmaterial wurde bei areaktiven Wundverhaltnissen am 7.

postoperativen Tag entfernt.

2.3 Stoffwechselkafige und Sammelurin

Der geplante Versuchszeitraum betrug 35 + 2 Tage. Versuchstag 1 entspricht
hierbei dem ersten postoperativen Tag. An den Tagen 5, 10, 20 und 35 wurde
jeweils Uber Nacht ein Sammelurin angefertigt. Die mittlere Sammelzeit betrug in
etwa 18 Stunden. Die Tiere wurden hierfur in Stoffwechselkafigen (Techniplast
GmbH, HohenpreilRenberg) gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und
pelletierter Tiernahrung. Die Urinmenge wurde dokumentiert und in ein 2 ml
Eppendorfgefaly uberfuhrt. Anschlieend wurde der Urin bei 4° C und 3800
Umdrehungen/min zentrifugiert (Centrifuge 5417R, Eppendorf), ein Uberstand
aliquotiert und weiteren Analysen zugefuhrt.

2.4 Blutenthahme

An den Versuchstagen 20 und 35 wurde von den Versuchstieren nach
vorangegangener Narkose (wie oben beschrieben) mittels retroorbitaler Punktion
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des Venenplexus Blut gewonnen. Das Versuchstier wurde nach erfolgter
Anasthesie zwischen Daumen und Zeigefinger fixiert. Durch Druck auf den
kontralateralen wurde der ipsilaterale Bulbus leicht aus der Orbita luxiert, so dass
Uber den medialen Augenwinkel mit Hilfe einer Pasteurpipette (230 mm lang,
Assistent) der retroorbitale Venenplexus punktiert werden konnte. Pro Tier wurden
maximal 500 pl Blut entnommen. Das Blut wurde in ein 1.5 ml Eppendorfgefal®
Uberflhrt, welches zuvor mit 5 pl Heparin (10.000 [.E./ml, Firma Braun,
Deutschland) versetzt wurde. Nach Zentfrifugierung (Centrifuge 5417R, Eppendorf)
bei 4° C und 3000 Umdrehungen/min wurde das Plasma abpipettiert, aliquotiert und
weiteren Analysen zugefuhrt.

2.5 Blutdruckmessung

Die nicht-invasive systolische Blutdruckmessung erfolgte mittels einer
Schwanzmanschetten-Plethysmografie unter Verwendung eines BP-98A
Messgerates (Softron, Japan) und wurde an Tag 32 + 2 Tage durchgefuhrt. Den
Messungen vorangestellt war eine Trainingsphase. Messungen fanden stets zur
gleichen Tageszeit und unter gleichen Versuchsbedingungen statt. Dabei wurden
die Tiere in einer Leinenmanschette fixiert und in einem beheizbaren Thermorohr
gelagert (bei konstanten 37°C), der Schwanz wurde in der Druckmanschette
positioniert. Es erfolgten konsekutiv 10 Einzelmessungen unter Berucksichtigung

der Herzfrequenz.

2.6 Quantitative Messung einzelner Parameter im Urin

Aus den asservierten Urinproben wurden quantitativ die Harnstoff- und
Kreatininkonzentrationen bestimmt. Die Analysen der Proben erfolgten im
Zentrallabor des Universitatsklinikums Dusseldorf mittels Roche/Hitachi cobas ¢
Analyzer in-vitro Testsystems (Roche Pharma AG, Basel, Schweiz) unter Nutzung
eines UREAL-cobas in vitro Testkits (Bestellnr. 0105171873190¢701V8.0, Roche
Pharma AG, Basel, Schweiz) fir die Harnstoffbestimmung als kinetischer Test
mittels Urease und Glutamatdehydrogenase und eines CREP2-cobas in vitro
Testkits (Bestellnr. 0005168589190c701V6.0, Roche Pharma AG, Basel, Schweiz)
fur die Kreatininbestimmung als enzymatische Methode Uber Umwandlung des
Kreatinins mittels Kreatininase, Kreatinase und Sarcosinoxidase zu Glycin,

Formaldehyd und Wasserstoffperoxid.
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2.7 Quantitative Albuminbestimmung im Urin

Die quantitative Albuminbestimmung aus den asservierten Urinproben erfolgte in
den Laboren der Firma CellTrend GmbH (Luckenwalde) durch einen ELISA unter
Nutzung des CellTrend Albumin(Maus)-ELISA (Bestellnr. 50200, CellTrend GmbH,

Luckenwalde).

2.8 Quantitative Cystatin C-Bestimmung im Serum

Die quantitative Cystatin C-Bestimmung aus den asservierten Serumproben
erfolgte durch einen ELISA unter Nutzung eines Mouse/Rat Cystatin C Quantikine
ELISA-Kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) entsprechend der

Herstellervorgaben.

2.9 Organentnahme

Unter adaquater Anasthesie erfolgte Uber einen ventrale Medianlaparotomie, unter
expliziter Schonung von Magen, Darm, Leber und Milz die Freilegung des
Retroperitoneums. Zunachst wurde die Aorta abdominalis mit einer Ligatur kurz
unterhalb des Zwerchfells angeschlungen, jedoch noch nicht ligiert. AnschlieRend
wurde die Aorta abdominalis an der Bifurkation der lliakalarterien ligiert und kurz
unterhalb des Abgangs der linken Nierenarterie mit einer Strabismus-Federschere
(gebogen, 11.5 cm, Martin) inzidiert. Durch die Inzision wurde von distal in proximale
Richtung  ein Polyethylenschlauch (Aussendurchmesser  0.61 mm,
Innendurchmesser 0.28 mm, neolLab, Heidelberg) eingefuhrt und vorgeschoben.
Nach Ligatur der subphrenischen Aorta wurde die Niere uber einen Perfusor
(Harvard Pump 11 Plus Dual Syringe, Harvard Apparatus, MA, USA) mit einer
Laufrate von 2 ml/min mit PBS perfundiert, bis sich die Nieren vollstandigt entfarbten
(Blutleere). Zur Sicherstellung des Blutabflusses aus der perfundierten Restniere
wurde die Nierenvene ebenfalls mit der Federschere inzidiert. An dieser Stelle
erfolgte die Euthanasie mittels Dekapitation. Sodann wurde die linke Restniere der
nephrektomierten Tiere enthommen und in eine Petrischale auf Eis Uberfuhrt. Die
narbigen Anteile der teil-nephrektomierten Niere wurden im Bereich des Ober- und
Unterpols mit einem Skalpell entfernt. Von der entnommenen Niere wurde Teile fur
Protein- und Genexpressionsanalysen in gewebeschitzenden Losungsmitteln (100
ul Allprotect Tissue bzw. 100 ul RNAlater, Qiagen) in 0,5 ml Eppendorfgefalen
asserviert und fur eine Nacht bei -20° C und danach bei -80° C konserviert. Das

restliche Gewebe wurde flur histologische Untersuchungen zur Herstellung von
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Parraffinblocken verwendet, in toto in eine Histo-Kassette gelegt und fur eine Nacht
in 10%-igem Formalin aufbewahrt (siehe Abschnitt Herstellung Paraffinblécke- und
Schnitte).

2.10 Quantitative Real-time-PCR (gPCR)

Das asservierte Nierengewebe aus dem P2X7-KO-Tieren und den Wildtyptieren

wurde mit dem Tissue Ruptor (Qiagen) gemafl® Herstellervorgaben zerkleinert.
Anschliefend wurde die RNA mittels RNAeasy Plus Mini Kit (Qiagen) nach
Herstellerprotokoll isoliert und mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit
(Qiagen) in cDNA umgeschrieben. Die eigentliche Real-time-PCR wurde mit Hilfe
eines 7300 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, Foster City, USA) unter
Nutzung eines TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems) sowie 96-
Well Platten (semi skirted, StarLab, Hamburg, Deutschland) mit dem
entsprechenden vorgegebenen Assay-Protokoll durchgefuhrt. Das Ergebnis wird
am Ende als mittlerer Zyklusschwellenwert angegeben (CT-Wert). Zur mRNA
Quantifizierung wurde die relative Quantifizierung verwendet, bei der die Expression
der zu untersuchenden Gene mit der eines ,housekeeping genes® normalisiert wird.
Dabei werden nicht die absoluten Startkopienzahlen oder Startkonzentrationen
bestimmt, sondern die Expression des untersuchten Gens wird auf ein konstitutiv
exprimiertes Gen bezogen. Im Folgenden wurde dafir das housekeeping gene
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase = (GAPDH) als  Referenzpunkt
verwendet. Die Berechnung des Expressionsunterschiedes erfolgte Uber die delta
CT-Methode und wird im Folgenden als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Fur
die graphische Darstellung des qPCR Ergebnisses wurde sowohl von den ACT
Behandlungsproben als auch von den ACT Kontrollproben der ACT
Kontrollgruppenmittelwert subtrahiert und aus den entstandenen Werten jeweils ein
Mittelwert fir die Knock-Out und die Kontrollgruppe generiert. Aus der Formel 2*-
Mittelwert ergab sich dann fur die Kontrollgruppe der Referenzwert 1 und fur die
Knock-Out-Gruppe die relativ vermehrte oder verminderte Expression der
jeweiligen gemessenen mRNA.

TagMan Primer:

e Col1a1 Mm00801666_g1
e TGFB Mm01178820_m1
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e PAI-1 MmM00435860_m1
e II-18 MmM00434228 m1

e MCP-1Mm0041242_m1

e RANTES Mm01302427_mf
e NFKB Mm01297400_m1

2.11 Proteinanalyse

2.11.1 Proteinisolierung

Das asservierte Nierengewebe wurde aus dem gewebeschutzenden Losungsmittel
entnommen in 500 pl kaltes (zuvor auf Eis gelagertes) PBS in einem
Eppendorfgefaly uberfuhrt. Anschlieend wurden die Proben aus dem PBS
entnommen und, nach Abtupfen der PBS-Reste am Gewebe, in ein mit ca. 150 -
500 pl Lysispuffer gefllltes Homogenisierungsréohrchen (FACS-R&hrchen) in einem
Eiswasserbad Uberfihrt. Der (Triton-)Lysispuffer bestand aus folgenden

Komponenten:

e 50 mM TrisHCL, pH 7.4

e 150 mM NaCl
e 1mMEDTA
e 2% SDS

e 1% Triton
e cOmplete Mini, 1 Tablette pro 10 ml (Protease Inhibitor Cocktail Tablette,
Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz)

Die Homogenisierung des Gewebes erfolgte unter Verwendung des Tissue Ruptors
(Qiagen) im Eiswasserbad. Es folgte eine 30-minitige Inkubationsphase des
Homogenisats auf Eis. Danach wurden die Lysate in 1.5 ml Eppendorfgefalle
uberfuhrt und 15 Minuten bei maximaler Rotationsgeschwindigkeit und 4° C
zentrifugiert. Vom so entstandenen Uberstand wurden 100 pl in ein 1.5 ml
Eppendorfgefald abpipettiert, mit 100 pl 2-fach Laemmli versetzt, 5 Minuten bei 95°
C erhitzt und letztlich bei -80° C eingefroren. Weiterhin wurden 5 pl fur die
Proteinbestimmung entnommen, in ein 1.5 ml Eppendorfgefal® tberfuhrt und mit 30
ul destilliertem Wasser versetzt. Der Restuberstand wurde zusatzlich bei -80° C

asserviert.
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2.11.2 Proteinbestimmung
Die Proteinbestimmung wurde mit Hilfe eines Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) nach Herstellervorgaben durchgefiihrt.

2.11.3 Herstellung der Trenn- und Sammelgele

FiUr die Elektrophorese wurden Polyacrylamid-Gele aus folgenden Komponenten
mit Hilfe des Mini-PROTEAN Tetra Handcast Systems (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) hergestellt:

e Trenngel
e 360 mM TrisHCI
e 1.14 M Tris Base
e 0.4% SDS
¢ Rotiphorese Gel 30 (Verhaltnis 37.5:1, Roth)
e Wasser
e 10% APS
e TEMED (#2367, Roth)
e Sammelgel
e 484 mM TrisHCI
e 16 mM Tris Base
e 0.4% SDS
¢ Rotiphorese Gel 30 (Verhaltnis 37.5:1, Roth)
e Wasser
e 10% APS
e TEMED (#2367, Roth)

2.11.4 Elektrophorese und Western Blot

Fir die Gelelektrophorese wurden 7%-ige Polyacrylamid-Gele verwendet. Jede
Tasche wurde mit 30 ug Protein geladen. Fur das Trenngel wurde eine Stromstarke
von 15 mA fur 1.5 Stunden fest- und fur das Sammelgel eine Spannung von 70 V
fur 30 Minuten angelegt. Der Western Blot wurde in einer Mini-PROTEAN Tetra
Vertical Eletrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) bei 200 mA
und 2.75 Stunden Laufzeit durchgefuhrt.
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Fir die Farbung wurde die geblottete Membran Uber Nacht in einer 5%-igen
Magermilchpulver-Waschpuffer-Losung geblockt. Am Folgetag wurde die Membran
zusammen mit dem ersten Antikdrper anti-Collagen-1 (Collagen Type 1 Antibody,
anti mouse, Catalog No. 203002, mdbioproducts) in einer Konzentration von
1:15000 und einer 1%-igen Magermilchpulver-Waschpuffer-Losung Gber Nacht bei
4° C inkubiert. Anschliefend wurde die Membran drei Mal je 5 Minuten mit
Proteinwaschpuffer gewaschen und mit dem zweiten Antikorper anti-Kaninchen in
einer Konzentration von 1:10000 eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Auch
hiernach wurde drei Mal je 5 Minuten mit Proteinwaschpuffer gewaschen. Letztlich
wurde die Membran unter Zugabe von superECL (Promega, Fitchburg, WI, USA)
entwickelt und mittels Imager Fotos nach 1, 2 und 5 Minuten angefertigt. Im gleichen

Zug wurde auch ein Auflichtbild fur ein spateres Overlay aufgenommen.

Die Nachfarbung fur eine Referenz erfolgte mit B-Actin. Hierfir wurde die Membran
mit einem anti-B-Actin Antikdrper (Sigma-Aldrich) in einer Konzentration von 1:7500
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlief3end drei Mal je 5 Minuten
mit Proteinwaschpuffer gewaschen. Als zweiter Antikorper diente anti-Maus in einer
Konzentration von 1:10000, hier wurde fur eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dem wie oben erlauterten Waschprozess mit Proteinwaschpuffer
erfolgten auch hier die Bildentwicklung und Aufnahmen nach 30 Sekunden und 1
Minute. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte kolorimetrisch nach der
Bradford-Methode. AnschlieRend erfolgte die Berechnung eines Mittelwertes des
einzelnen Versuchstieres. In einem letzten Schritt wurde aus diesen Mittelwerten
jeweils ein weiterer Mittelwert zum Vergleich der beiden Versuchsgruppen

errechnet.

2.12 Herstellung der Parraffinblocke und -schnitte

Das entnommen Nierengewebe wurde tber Nacht in 10% Formalinldsung fixiert.

Entwassert wurde das Gewebe nach folgendem Protokoll:

70% Ethanol, 1 Stunde
80% Ethanol, 1 Stunde
96% Ethanol, 1 Stunde
100% Ethanol, Gber Nacht
Xylol, 2x je 1 Stunde

o 0=
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6. Paraffin, 2x je 1 Stunde

Anschliellend wurde das Gewebe auf einer mit 65° C vorgeheizten Einbettungsform
positioniert und diese mit flissigem Paraffin aufgefullt. Zur Aushartung wurde der
Paraffinblock auf eine 4° C kalte Platte gelegt und letztlich bei Raumtemperatur
lichtgeschutzt gelagert. Die Herstellung der Schnitte erfolgte mit Hilfe eines
Mikrotoms (Jung Histoslide 2000, Leica). Hierbei betrug die Schnittdicke 1 ym. Die
Schnitte wurden auf Objekttragern (Thermo Scientific) aufgenommen und Uber
Nacht bei 37°C getrocknet und fixiert.

Zur Vorbereitung der histologischen Farbungen wurden die Schnitte in
nachfolgender Weise entparaffiniert und in absteigender Alkoholreihe rehydratisiert:

e Xylol, 2x je 5 Minuten

100% Ethanol, 2x je 3 Minuten
e 96% Ethanol, 3 Minuten

e 80% Ethanol, 3 Minuten

e 70% Ethanol, 3 Minuten

e 50% Ethanol, 3 Minuten

2.13 PAS-Farbung

Die Periodic-Acid-Schiff-Farbung wurde nach untenstehendem Protokoll unter

Verwendung eines PAS Staining Kit (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)
durchgefuhrt.

Die PAS-Reaktion farbt Aldehyde und Mykosubstanzen an und diente in diesem
Fall als Ubersichtsfarbung zur Beurteilung des Grades an Glomerulosklerose in den
untersuchten Gruppen. Die angegebenen Werte geben die Anzahl der sklerosierten
Glomeruli bezogen auf die Gesamtzahl der Glomeruli pro Schnitt fur die einzelnen

Experimente wieder (Glomerulosklerose Index).

Zunachst wurden die vorbereiteten Schnitte mit destilliertem Wasser gespult und in
eine Perjodsaure-Losung uUberfuhrt, in der sie 5 Minuten inkubierten. Nach 3-
minutigem Spulen unter fliellendem Leitungswasser und Spulung mit destilliertem
Wasser wurden die Schnitte in eine Losung mit Schiff-Reagenz Uberfuhrt und
inkubierten 15 Minuten. Auch hieran schlossen sich eine 3-minutige Spulung unter
flieRendem Leitungswasser und Spulung mit destilliertem Wasser an. Nun wurden
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die Schnitte eine Hamatoxylin Lésung (modifiziert nach Gill lll) Gberfuhrt, inkubierten
2 Minuten und wurden letztlich unter flieRendem Leitungswasser erneut gespult. Im
letzten Schritt durchliefen die gefarbten Schnitte folgende aufsteigende
Alkoholreihe:

e 70% Ethanol, 2x je 1 Minute
e 96% Ethanol, 2x je 1 Minute
e 100% Ethanol, 2x je 1 Minute

Nach Lufttrocknung bei Raumtemperatur wurden die Praparate mit einem
geeigneten permanenten Eindeckmedium (Roti-Mount #HP68.1, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt und so der Mikroskopie zuganglich gemacht.
Die Mikroskopie der Schnitte erfolgte in Kooperation mit Herrn Dr. med. Clemens
Brockmeyer (Nephropathologie, Universitatsklinikum Erlangen). Pro Schnitt wurden
10 High-Power-Fields (400-fache Vergdlerung) ausgewertet und dort jeweils die
Zahl der sklerosierten Glomeruli bezogen auf die Gesamtzahl der Glomeruli
angegeben. AnschlieBend erfolgte die Berechnung eines Mittelwertes pro
Schnittserie des einzelnen Versuchstieres. In einem letzten Schritt wurde aus
diesen Mittelwerten jeweils ein weiterer Mittelwert zum Vergleich der beiden
Versuchsgruppen errechnet.

2.14 Masson-Trichrome-Farbung

Die Masson-Trichrome-Farbung wurde nach untenstehendem Protokoll unter
Verwendung eines Trichrome Stain (Masson) Kits (Sigma HT-15, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Minchen, Deutschland), einer Hamatoxylin Lésung (Sigma HT10-
79, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland) und einer Bouins-
Lésung (Sigma HT-1-32, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland)
durchgefuhrt.

Die Masson-Trichrome-Farbung wurde durchgefihrt, um eine Quantifizierung des
angefarbten Collagens in den Praparaten beider Gruppen vornehmen zu konnen.
Pro Schnitt wurden 10 High-Power-Fields (400-fache VergréRerung) ausgewertet
und dort jeweils der sichtbar angefarbte prozentuale Anteil an Collagen bestimmt.
Die Bestimmung erfolgte mittels dem Computerprogramm Imaged (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, Besthesda, MD, USA). AnschlieRend
erfolgte die Berechnung eines Mittelwertes pro Schnittserie des einzelnen
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Versuchstieres. In einem letzten Schritt wurde aus diesen Mittelwerten jeweils ein

weiterer Mittelwert zum Vergleich der beiden Versuchsgruppen errechnet.

Zu Beginn wurden die vorbereiteten Schnitte 15 Minuten lang in der auf 56° C
erwarmten Bouins-LOsung inkubiert, dann unter flieRendem Leitungswasser bis
zum Entfarben der Spulflussigkeit gespult und schlieBlich noch einmal mit
destilliertem Wasser nachgespult. Darauf folgten eine 5-minutige Inkubation in einer
Weigerts-Eisen-Losung und eine erneute Spulung unter flieBendem
Leitungswasser und mit destilliertem Wasser. Im nachsten Schritt wurden die
Schnitte 5 Minuten in einer Bierberich-Scharlachrot-Saurefuchsin-Losung inkubiert
und danach mit destilliertem Wasser gespult. Anschlielend erfolgten eine 5-
minutige Inkubation in einer Phosphomolypdansaure-Phosphowolframsaure- und
eine 5-minudtige Inkubation in einer Anilinblau-Losung. Letztlich inkubierten die
Schnitte noch in einer 1%-igen Essigsaure und wurden mit destilliertem Wasser
gespult.

Nach Lufttrocknung bei Raumtemperatur wurden die Praparate mit einem
geeigneten permanenten Eindeckmedium (Roti-Mount #HP68.1, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt und so der Mikroskopie zuganglich gemacht.
Die fertigen Praparate wurden digitalisiert und wie oben beschrieben ausgewertet.

2.15 Statistik

Die Anzahl der Experimente pro Gruppe ist stets mit n angegeben. Zur statistischen
Auswertung wurde das Computerprogramm GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software Inc., CA, USA) genutzt. Fir jede Gruppe wurde ein arithmetischer
Mittelwert mit Standardfehler berechnet. Dargestellt sind die Ergebnisse als
Mittelwert (MW) mit dem jeweiligen Standardfehler (+ Standard Error of Mean;
SEM). Fur die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Student's t-Test
verwendet. Differenzen mit einer Irtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 werden als

signifikant unterschiedlich angesehen.
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3 Ergebnisse

Die Unterschiede im Bereich der angegebenen Versuchstierzahlen fur die einzelnen
nachfolgend dargestellten Ergebnisse erklart sich dadurch, dass nicht fur alle
untersuchten Parameter die gleiche Anzahl an auswertbaren Ergebnissen bzw.
Proben vorlagen.

3.1 Physiologische Daten

3.1.1 Kérpergewicht

Praoperativ wurden die Versuchstiere gewogen, um das Korpergewicht zu ermitteln
und Vergleichbarkeit sicher zu stellen. Die P2X7-KO-Tiere zeigten ein Gewicht von
28.0 £ 0.4 g (n=18), die Wildtyptiere ein Gewicht von 27.6 + 0.5 g (n=23). Damit
ergab sich kein signifikanter Unterschied im Kérpergewicht beider Gruppen (p=NS)
(Abb. 2).

Korpergewicht OP-Tag
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Abb. 2: Kérpergewicht beider Versuchstiergruppen unmittelbar vor der subtotalen Nephrektomie an
Versuchstag 0

Zusatzlich wurde das Korpergewicht am Tag der Organentnahme erhoben. Fir die
P2X7-KO-Tiere ergab sich ein Kdrpergewicht von 28.6 + 0.3 g (n=23), fur die
Wildtyptiere ein Gewicht von 29.1 + 0.6 g (n=15), somit zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (p=NS) (Abb. 3).
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Abb. 3: Korpergewicht beider Versuchstiergruppen unmittelbar vor der Organentnahme an
Veruschstag 35

3.1.2 Nierengewicht zum Zeitpunkt der OP (Beginn Versuchszeitraum Tag 0)

Das Gewicht des entfernten Nierengewebes wurde intraoperativ erfasst. Hierbei
betrug das Gewicht des totalen Nephrektomiepraparates der rechten Niere bei den
P2X7-KO-Tieren 0.201 + 0.002 g (n=18), in der Gruppe der Wildtyptiere 0.202 +
0.004 g (n=23) (p=NS) (Abb. 4).
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Abb. 4: Nierengewicht des totalen Nephrektomiepraparates rechtsseitig beider Versuchstiergruppen
an Versuchstag 0
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Das Gewicht des entfernten subtotalen Nephrektomiepraparates der linken Niere
betrug fur die P2X7-KO-Tiere 0.101 £ 0.002 g (n=18), fur die Wildtyptiere 0.095 +
0.003 g (n=23) (p=NS).

3.1.3 Nierengewicht zum Zeitpunkt der Organentnahme (Beginn Versuchszeitraum
Tag 35)

Am Tag der Organentnahme (Tag 35) wurde das Gewicht des verbliebenen
Nierengewebes der linken Niere ermittelt. Das Restnierengewicht am Entnahmetag
(Tag 35) wurde gewogen. Es zeigte sich, dass das Nierengewicht fur die P2X7-KO-
Tiere mit 0.196 + 0.005 g (n=23) im Vergleich mit dem der Wildtyptiere mit 0.226 +
0.009 g (n=15) signifikant geringer war (p<0.01). An Tag 0 musste das
Restnierengewicht geschatzt werden (Restniere links Tag 0 [g] = Entnommene
Niere rechts — entnommenes Nierengewebe links [g]) (Abb. 5).

Gewicht li. Niere OP-Tag und Organentnahme
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Abb. 5: Geschatztes Nierengewicht des subtotalen Nephrektomiepraparates linksseitig beider
Versuchstiergruppen an Versuchstag 0 (TO) sowie des gewogenen residuellen Nierengewebes
beider Versuchtiergruppen an Versuchstag 35 (T35)
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3.1.4 Herzgewicht und Blutdruck

Am Tag der Organentnahme wurde zusatzlich das Herzgewicht bestimmt. Fur die
P2X7-KO-Tiere betrug das Herzgewicht 0.1338 + 0.0027 g (n=17), fur die
Wiltyptiere 0.1344 + 0.0020 g (n=15). Es bestand kein signifikanter Unterschied
(p=NS).

An Tag 32 wurden Blutdruckmessungen in beiden Versuchtiergruppen
durchgefihrt. Fur die P2X7-KO-Tiere ergab sich ein systolischer Blutdruck von
143.9 £ 1.1 mmHg (n=24), fur die Wildtyptiere von 149.6 + 2.3 mmHg (n=15). Es
zeigten sich signifikant geringere Blutdruckwerte auf Seiten der P2X7-KO-Tiere
(p<0.01) (Abb. 6).
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Abb. 6: Systolischer Blutdruck beider Versuchstiergruppen an Versuchstag 32

3.2 Urinanalysen

3.2.1 Harnstoff-Messungen

Die Messungen der Harnstoffkonzentrationen im Urin zur Beurteilung der renalen
Konzentrationsfahigkeit wurden an den Tagen 5, 10, 20 und 35 durchgefuhrt. An
Tag 5 zeigte sich eine signifikant hohere Harnstoffkonzentration von 3209.0 + 363.7
mg/dl (n=11) fur die P2X7-KO-Tiere im Vergleich mit den Wildtyptieren von 1810.0
+ 713.2 mg/dl (n=9) (p<0.05). Fur die Tage 10 und 20 wurden fur die P2X7-KO-
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Tiere Konzentrationen von 3270.0 £ 463.4 (n=11) bzw. 3181 £ 420 mg/dl (n=11)
und fur die Wildtyptiere von 2637.0 + 367.7 (n=9) bzw. 2235.0 + 584.8 mg/dl (n=9)
gemessen. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p=NS). Die an Tag
35 gemessenen Konzentrationen zeigten signifikant héhere Werte fur die P2X7-KO-
Tiere von 4407.0 + 352.7 mg/dl (n=23) verglichen mit 2502.0 + 331.3 mg/dl (n=15)
fur die Wildtyptiere (p<0.001) (Abb. 7).
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Abb. 7: Zusammenfassende Darstellung der Harnstoffkonzentrationen im Urin beider
Versuchstiergruppen an den Versuchstagen 5, 10, 20 und 35

3.2.2 Kreatinin-Messungen

Kreatinin wurde ebenfalls zur Abschatzung der renalen Konzentrationsfahigkeit an
den Tagen 5, 10, 20 und 35 im Urin gemessen. Uber alle Messpunkte hinweg
zeigten sich signifikant hohere Kreatinin-Konzentrationen auf Seiten der P2X7-KO-
Tiere. Genauer betrachtet wurden an Tag 5 eine Konzentration von 15.7 + 1.8 mg/dl
(n=11) bei den P2X7-KO-Tieren gegenuber einer Konzentration von 8.3 + 3.6 mg/dl
(n=9) bei den Wildtyptieren (p<0.05), an Tag 10 von 16.4 £ 2.6 mg/dl (n=11)
gegenuber 9.2 £ 1.5 mg/dl (n=9) (p<0.05), an Tag 20 von 15.3 + 2.1 mg/dl (n=11)
gegenuber 8.1 £ 2.1 mg/dl (n=9) (p<0.05) und an Tag 35 von 18.6 £ 2.4 mg/dl (n=23)
gegeniber 10.2 + 1.2 mg/dl (n=15) (p<0.01) gemessen (Abb. 8).
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Abb. 8: Zusammenfassende Darstellung der Kreatininkonzentrationen im Urin beider
Versuchstiergruppen an den Versuchstagen 5, 10, 20 und 35

3.2.3 Albumin-Kreatinin-Ratio

Die Albumin-Kreatinin-Ratio dient laborchemisch der Quantifizierung der Proteinurie
und wurde fur die Messzeitpunkte Tag 5, 10, 20 und 35 bestimmt. Fur Tag 5 ergab
sich kein signifikanter Unterschied zwischen einem Wert von 4.3 £ 3.7 mg/g (n=11)
fur die P2X7-KO-Tiere und einem Wert von 3.9 + 1.0 mg/g (n=9) fUr die Wildtyptiere
(p=NS). Fur die ubrigen Messpunkte ergaben sich durchweg signifikant niedrigere
Albumin-Kreatinin-Ratios fur die P2X7-KO-Tiere. Im Detail wurden an Tag 10 Werte
von 4.3 £ 2.8 mg/g (n=11) bei den P2X7-KO-Tieren gegenuber Werten von 76.3
19.7 mg/g (n=9) bei den Wildtyptieren (p<0.001), an Tag 20 von 6.2 + 4.5 mg/g
(n=11) gegenuber 36.9 £ 10.3 mg/g (n=9) (p<0.01) und an Tag 35 von 4.9 + 2.1
mg/g (n=23) gegenuber 18.8 + 5.2 mg/g (n=15) (p<0.01) errechnet (Abb. 9).
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Abb. 9: Zusammenfassende Darstellung der Albumin-Kreatinin-Ratio beider Versuchstiergruppen an
den Versuchstagen 5, 10, 20 und 35

3.3 Serumanalysen

3.3.1 Cystatin C
Cystatin C als Marker der Nierenfunktion wurde an Tag 20 und 35 aus dem Serum

bestimmt. Fur Tag 20 zeigte sich eine signifikant hohere Konzentration fur die P2X7-
KO-Tiere von 1058.0 £ 42.7 ng/ml (n=17) gegenuber einer Konzentration von 877.3
+ 35.6 ng/ml (n=28) fur die Wildtyptiere (p<0.01). Die Konzentrationsbestimmung
fur Tag 35 hingegen bot keinen signifikanten Unterschied mehr (p=NS), hier
ergaben sich fur die P2X7-KO-Tiere Konzentrationen in Hohe von 858.6 + 42.3
ng/ml (n=24), fur die Wildtyptiere in Héhe von 787.6 + 49.3 ng/ml (n=23) (Abb. 10).
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Abb. 10: Zusammenfassende Darstellung der Cystatin C Konzentrationen im Serum beider
Versuchstiergruppen an den Versuchstagen 20 und 35

Zusatzlich zeigte sich innerhalb P2X7-KO-Tiere eine signifkante Reduktion der
Cystatin C Konzentration (p<0.001) von Tag 20 (1058.0 £ 42.7 ng/ml (n=17)) auf
Tag 35 (858.6 + 42.3 ng/ml (n=24)), innerhalb der Wildtyptiere ergab sich kein
signifikanter Unterschied (877.3 £ 35.6 ng/ml (n=28) vs. 787.6 £ 49.4 ng/ml (n=23),
p=NS) (Abb. 11).
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Abb. 11: Intergruppenunterschied der Cystatin C Konzentrationen im Serum beider
Versuchstiergruppen im zeitlichen Verlauf von Versuchstag 20 auf 35
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3.4 Genexpressionsanalyse

3.4.1 Real-time PCR
Mittels quantitativer Real-time PCR wurde die Expression bestimmter mRNA in dem

aus der Organentnahme gewonnen Nierengeweben, sowohl der P2X7-KO-Tiere als

auch der Wildtyptiere analysiert.

3.4.2 Fibrosemarker
Die Analyse der Fibrosemarker Collagen1, TGF3 und PAI-1 ergab die im Folgenden
dargestellten Ergebnisse.

Quantitative PCR Fibrosemarker
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Abb. 12: Zusammenfassende Darstellung der relativen Expression via quantitativer PCR der
Fibrosemarker Collagen1, TGFB und PAI-1 aus dem asservierten Nierengewebe beider
Versuchstiergruppen von Versuchstag 35; dargestellt ist die relative Expression der Marker normiert
auf den Wildtyp.

Fiar Collagen1 zeigt sich eine signifikant geringere Expression in der Gruppe der
P2X7-KO-Tiere (4.4 £ 0.3 ACT; n=23) verglichen mit den Wildtyptieren (3.3 + 0.3
ACT; n=23) (p<0.01). Fur TGFB (P2X7-KO 7.2 + 0.2 ACT; Wildtyp 6.7 + 0.2 ACT,;
n=23) und PAI1 (P2X7-KO 9.1 + 0.4 ACT; Wildtyp 8.6 + 0.3 ACT; n=23) ergab sich
jeweils eine tendenzielle niedrigere Expression in der Gruppe der P2X7-KO-Tiere,
jedoch kein signifikanter Unterschied (p=NS) (Abb. 12).
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3.4.3 Entztindungsmarker
Nachfolgend dargestellt sind die Ergebnisse der Analyse der Entzindungsmarker
IL13, MCP-1, RANTES und NF«B.

Quantitative PCR Entziindungsmarker
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Abb. 13: Zusammenfassende Darstellung der relativen Expression via quantitativen PCR der
Entziindungsmarker IL13, MCP-1, RANTES und NF«B aus dem asservierten Nierengewebe beider
Versuchstiergruppen von Versuchstag 35; dargestellt ist die relative Expression der normiert auf den
Wildtyp.

Es zeigten sich signifikant geringere Expressionen fur MCP-1 und NF«B auf Seiten
der P2X7-KO-Tiere (10.3 £ 0.4 ACT; n=23 bzw. 11.2 + 0.1 ACT; n=23) im Vergleich
mit den Wildtyptieren (8.4 £ 0.4 ACT; n=23 bzw. 11.0 £ 0.1 ACT; n=23) (p<0.001
bzw. p<0.01). Fur IL1B (P2X7-KO 11.1 £ 0.3 ACT; Wildtyp 11.1 £ 0.3 ACT; n=23)
und RANTES (P2X7-KO 8.5 + 0.3 ACT; Wildtyp 8.2 + 0.3 ACT; n=23) ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede (p>0.05) (Abb. 13).

3.5 Proteinanalyse

3.5.1 Collagen1-Blot

Far Collagen1 ergibt sich eine signifikant reduziert gemessene Menge an Collagen1
fur die P2X7-KO-Tiere (1.0 £ 0.2 AU; n=14) verglichen mit den Wildtyptieren (2.1 £
0.3 AU; n=14) (p<0.05) (Abb. 14).

32



Collagen 1

<005

2.9 ! —_— Bl P2X7KO
2.0+ WT

1.5

R &
Ar
Q
Abb. 14: Densitrometrisch gemessene Proteinmenge von Collagen1 aus dem asservierten

Nierengewebe beider Versuchstiergruppen von Versuchstag 35; dargestellt ist die relative
Proteinmenge normiert auf die P2X7-KO-Tiere.

Collagen1 119 kDa - — —m -* —

e BEgL 45
e o

P2X7-KO WT

B-Actin  42kDa c® = = M’.

Abb. 15: Exemplarische Darstellung einer Western Blot Analyse aus asserviertem Nierengewebe
unterschiedlicher P2X7-KO- und Wildtyptiere zum Zeitpunkt Versuchstag 35. Der oben dargestellte
Blot zeigt die Collagen1 Proteinexpression, der untere die Eiweilbeladungskontolle mittels 3-Actin.
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3.6 Histologie

3.6.1 PAS-Férbung

Insgesamt zeigten sich in der Auswertung signifikant weniger sklerosierte Glomeruli
in den Praparaten der P2X7-KO-Tiere (0.035 + 0.015; n=23) verglichen mit denen
der Wildtyptiere (0.199 + 0.040; n=16) (p<0.001) (Abb. 16).
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Abb. 16: Glomerulosklerose Index anhand der asservierten Nierengewebe beider
Versuchstiergruppen von Versuchstag 35.
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Abb. 17: PAS-Farbung von histologischen Schnitten der asservierten Nierengewebe beider
Versuchstiergruppen von Versuchstag 35 (exemplarisch); A: 40-fache VergdRerung des renalen
Kortex eines Wiltyptieres; B: 40-fache VergoRerung des renalen Kortex eines P2X7-KO-Tieres,
pfeilmarkierte Glomeruli; C: 400-fache VergoRerung eines Glomerulus eines Wiltyptieres,
pfeilmarkiert Podozyt; D: 400-fache VergroRerung eines Glomerulus eines P2X7-KO-Tieres,
pfeilmarkiert Podozyt und skleorisierte Basalmembran.

3.6.2 Masson-Trichrome-F&rbung

In der Auswertung mittels 400-facher VergréRerung konnte ein signifikant geringer
Teil angefarbter Collagenfasern im Interstitium in den Praparaten der P2X7-KO-
Tiere nachgewiesen werden (2.2 + 0.5 %/HPF; n=21) verglichen mit denen der
Wildtyptiere (3.9 + 0.8 %/HPF; n=18) (p<0.05) (Abb. 18).
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Abb. 18: Anteilig angefarbte Collagenfasern anhand der asservierten Nierengewebe beider
Versuchstiergruppen von Versuchstag 35
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P2X7-KO

Abb. 19: Masson-Trichome-Farbung von histologischen Schnitten der asservierten Nierengewebe
beider Versuchstiergruppen von Versuchstag 35 (exemplarisch); Oben: 400-fache Vergrofierung
eines Glomerulus mit angrenzendem Interstitium eines Wildtyptieres; Unten: 400-fache
Vergroéferung eines Gomerulus mit angrenzendem Intertsitium eines P2X7-KO-Tieres.
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4 Diskussion

4.1 Verlauf der chronischen Niereninsuffizienz am Modell der subtotalen

Nephrektomie

Die subtotale (5/6) Nephrektomie ist ein Modell der chronischen Nierenschadigung.
Durch chirurgische Resektion von funktionellem Nierengewebe und eine damit
verbundene Reduktion der absoluten Anzahl der Glomeruli, wird eine
Nierenfunktionseinschrankung hervorgerufen. Daraus resultieren unter anderem
eine reduzierte Filtrationsleistung im erhaltenen Nierengewebe und eine Steigerung
des systolischen Blutdruck. Diese funktionellen Veranderungen setzen unmittelbar
ein, zeigen einen progredienten Verlauf, gehen mit einer verklrzten
Lebenserwartung einher und sind daher vergleichbar mit denen einer chronischen
Niereninsuffizienz (Sari et al., 2020; Y. Zhang & Kompa, 2014). Die hier gezeigten
Daten zum postoperativen Gewicht der Restniere an Tag 35 zeigen eine
Hypertrophie der Nieren in beiden Versuchstiergruppen. Das Gewicht der
verbleibenden Niere an Tag 35 entsprach in etwa dem Gewicht der kontralateralen
Niere an Tag 0, fur die Wildtyptiere wurde es Uberschritten. Dabei handelt es sich
am ehesten um eine kompensatorische Hypertrophie des verbliebenen
Nierengewebes nach 5/6 Nephrektomie. Al Banchaabouchi et al. konnten solch eine
kompensatorische Hypertrophie nach Verlust von funktionellem Nierengewebe
ebenso zeigen (Al Banchaabouchi, Marescau, D'Hooge, Van Marck, & De Deyn,
2001). Gemessen an diesem Parameter war der Grad der kompensatorischen
Hypertrophie in der Gruppe der P2X7-KO-Tiere geringer ausgepragt. In den
vorliegenden histologischen Praparaten lasst sich dies mikroskopisch ebenfalls
nachweisen. In der PAS-Farbung zeigte sich ein signifikant geringerer Grad an
Glomerulosklerose, in der Masson-Trichrome-Farbung ein signifikant geringer
Anteil an interstitiellen Collagen in der Gruppe der P2X7-KO-Tiere. Dies konnte
indirekt bedeuten, dass die starkere Hypertrophie in der Gruppe der Wildtyptiere mit
einem hoheren Grad an Fibrose und Sklerose assoziiert ist und an der
Nierenfunktionseinschrankung beteiligt ist. Unterstutzend hierzu haben Arfian et al.
gezeigt, dass es im Rahmen der subtotalen Nephrektomie zu Entwicklung einer
Glomerusklerose kommt (Arfian, Setyaningsih, Anggorowati, Romi, & Sari, 2019).

Fir einen Effekt unabhangig von der Operationstechnik in beiden
Versuchstiergruppen sprechen das nahezu gleiche Entnahmegewicht von
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Nierengewebe an Tag 0 zusammen mit dem geringeren Nierengewicht am
Explantationstag Tag 35 fur die P2X7-KO-Tiere. Im Rahmen der Progredienz einer
Niereninsuffizienz kommt es zu histologisch nachweisbaren Veranderungen im
Nierengewebe. Die Bildung von collagenosem Ersatzgewebe ist Ausdruck einer
verstarkten Fibrose, sowohl im tubulo-interstitiellen Gewebe als auch im Bereich der
Glomeruli. Die hierdurch entstehende Funktionseinschrankung wird durch die weiter
unten diskutierten Ergebnisse zum Grad der Proteinurie belegt. Die mittels PAS-
Farbung untersuchten Glomeruli zeigten eine signifikant geringere Zahl an
sklerosierten Glomeruli in der Gruppe der P2X7-KO-Tiere, was flr eine besser

erhaltene Entgiftungsfunktion spricht.

4.2 Unterschiede in der Nierenfunktion

Far die P2X7-KO-Tiere zeigte sich uUber den gesamten Versuchszeitraum eine
erhohte Konzentration von Kreatinin und Harnstoff im Urin. Hierfir kdnnen
unterschiedliche  Mechanismen  verantwortlich sein. Mit zunehmender
Einschrankung der Nierenfunktion kann ein Konzentrierungsdefekt auftreten. Daher
ware dies in dem hier dargestellten Experiment ein Hinweis auf eine bessere tubulo-
interstitielle Funktion im Vergleich zu den Wildtyptieren (Gentile, Natale, Lazzerini,
Capecchi, & Laghi-Pasini, 2015; Szrejder, Rogacka, & Piwkowska, 2021).

Die Ergebnisse der Albumin-Kreatinin-Ratio zur Abschatzung der Albuminurie und
damit der Intaktheit der glomerularen Filterbarriere weisen fur die P2X7-KO-Tiere
ab Tag 10 eine signifikant geringere Albuminurie auf. Da Albuminurie einen der
frihesten Marker fur eine Glomerulusschadigung darstellt, scheint die Funktion der
Filterbarriere  fir die P2X7-KO-Tiere besser erhalten (Guh, 2010).
Pathophysiologisch kommt es hierbei zu einer Schadigung der podozytaren
Schlitzmembran resultierend in einer hoheren Permeabilitat fur Albumin. Ein
erhohter Grad an Albuminurie findet sich bei Erkrankungen wie beispielsweise der
diabetischen oder hypertnesiven Nephropathie, die haufige Ursachen einer
chronischen Niereninsuffizienz sind. Die geringere Albumin-Kreatinin-Ratio kann
daher darauf hinweisen, dass eine mogliche geringere Progredienz einer
chronischen Niereninsuffizienz besteht, womit der P2X7-Rezeptor moglicherweise
mit maladaptiven Umbauvorgangen an der glomerularen Filterbarriere assoziiert
sein konnte (Levin, 2013a; Verhave et al., 2004).
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Ein weiterer Parameter, der Auskunft Uber die globale Funktion der Niere gibt, ist
das Serum-Cystatin C (Ferguson, Komenda, & Tangri, 2015). Cystatin C korreliert
mit Nierenfunktionseinschrankungen, weil es von allen Zellen gleichmalig
sezerniert wird und vergleichsweise weniger storanfallig ist (Benoit, Ciccia, &
Devarajan, 2020). In der hier vorliegenden Untersuchung zeigt Cystatin C signifikant
erhdhte Serumkonzentrationen an Tag 20 fur die P2X7-KO-Tiere. In der frihen
Phase der Nierenschadigung kommt es aufgrund der reduzierten Zahl der Glomeruli
zu einer Hyperfiltration. In der Gruppe der Wildtyptiere ist dieser Effekt aufgrund
eines Konzentrationsdefizites starker ausgepragt als in der Gruppe der P2X7-KO-
Tiere. Daher ergibt sich zunachst eine verbesserte Gesamtclearance fur Cystatin C
fur die Wildtyptiere. Es wurde beschrieben, dass in Fallen von
Inflammationsreaktionen der Niere, in diesem Experiment ausgeldst durch die 5/6-
Nephrektomie, die Serum-Konzentration von Cystatin C nicht affektiert wird
(Newman et al., 1995). Song et al. haben die Reliabilitdt von Cystatin C in einem
Mausmodell untersucht, allerdings gibt es keine Aussage zur tatsachlichen Validitat.
Einschrankend sollte dazu gesagt werden, dass in dem Modell von Song et al.
ausschlieBlich Mause des gleichen Genotyps untersucht wurden (S. Song et al.,
2009). Im zeitlichen Verlauf sehen wurde jedoch eine signifikante Reduktion der
Cystatin C Serumkonzentration von Versuchstag 20 auf 35 innerhalb der Gruppe
der P2X7-KO-Tiere gesehen, wahrend die Serumkonzentrationen innerhalb der

Wildtyptiere nahezu konstant blieben.

Noch wahrend des Beobachtungszeitraumes kommt es zu einer Inflammations- und
Fibrosereaktion, die in der Gruppe der P2X7-KO-Tiere geringer ausgepragt ist. Es
zeigte sich am Ende des Beobachtungszeitraums eine geringerere mRNA
Expression fur MCP-1 und NFB in der quantitativen PCR. Histologisch war eine
geringergradige Glomerulosklerose mit reduzierter collagenhaltiger extrazellularer
Matrix bei P2X7 KO-Tieren zu beobachten. Diese Mechanismen kdnnten das
Angleichen der Cystatin C Clearance im Verlauf erklaren. Moglicherweise kame es
zu einem wiederholt spateren Untersuchungszeitpunkt zu einer weiteren
Verbesserung der Cystatin C Clearance innerhalb der Gruppe der P2X7-KO-Tiere,
aufgrund einer anhaltenden geringer ausgepragten Inflammations- und

Fibrosereaktion. Analysen uber 35 Tage hinausgehend liegen jedoch nicht vor.
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4.3 Einfluss des P2X7-Rezeptors auf Inflammation

Eine chronische Inflammationsreaktion zeigt sich haufig simultan mit einer
chronischen Niereninsuffizienz, die bei Patienten mit einer persistierenden
Erhéhung der Serumkonzentrationen von beispielsweise IL13 oder dem C-reaktiven
Protein einhergeht (Gupta et al., 2012; Sato, Takahashi, & Yanagita, 2020). In einer
Kohortenstudie haben Amdur et al. gezeigt, dass erhohte Plasmakonzentrationen
von Fibrinogen und TNFa mit beschleunigtem Verlust der Nierenfunktion bei
chronischer Niereninsuffizienz einhergingen (Amdur et al., 2016). Im Rahmen der
Progredienz einer chronischen Niereninsuffizienz zeigt sich ein Ubergang von
akuter Inflammationsreaktion, die zunachst protektiv gegen Infektion und
metabolische Veranderungen wirkt, hin zu einer chronischen
Inflammationsreaktion, die zu einem Umbau des funktionellen Gewebes fuhrt (Mihai
et al., 2018).

Der P2X7-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle in der Mediation der
Entzindungsreaktion. Im Verteilungsmuster des Rezeptors konnte im Rahmen
einer chronischen Nierenschadigung unter tierexperimentellen Bedingungen wie
medikamentds-induziertem Diabetes mellitus oder durch transgen bedingte
Hypertonie eine deutliche Veranderung beobachtet werden. So konnte gezeigt
werden, dass es hierduch zu einer deutlich vermehrten Expression des P2X7-
Rezeptors an Mesangiumzellen, Podozyten und Endothelzellen der Niere kommt
(Vonend et al.,, 2004). P2X7-Rezeptor-defiziente Mause in einen UUO Modell
zeigten nach histologischer Aufarbeitung des Nierengewebs einen geringeren Grad
an inflammationsassoziierter Fibrose (Goncalves et al., 2006). Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass es durch die simultane LPS- und ATP-Stimulation auf
Zellkulturebene an P2X7-Rezeptor-defizienten Granulozyten zu einer signifikant
geringeren Ausschuttung von IL1B und einer damit einhergehenden reduzierten
Inflammationsreaktion kam (Karmakar et al., 2016). Die Ergebnisse der hier
durchgefuhrten quantitativen PCR zeigen am Ende des Beobachtungszeitraums
eine signifikant geringere Expression von mRNA fur MCP-1 und NFB fur die P2X7-
KO-Tiere, aber keinen Unterschied fir IL13 zwischen den Versuchstiergruppen. Die
erniedrigte  MCP-1-mRNA-Expression weist auf eine schwacher ausgepragte
Makrophagenaktivierung und -prasenz hin, da MCP-1 chemotaktisch auf
Makrophagen wirkt (Eardley et al., 2006) und zu einer erhdhten Migration an den
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Ort der Inflammation fihren. Hierduch kommt es sowohl zu einem erhdéhten Grad
an Proteinurie (Morii et al., 2003), als auch zu einer vermehrten T-Zellvermittelten
Interleukinsekretion (Deshmane, Kremlev, Amini, & Sawaya, 2009). Ein selektiver
Antagonismus des P2X7-Rezeptors konnte vergleichbare Effekte mit Reduktion der
Proteinurie zeigen (Bautista-Pérez et al., 2020; Pereira et al., 2020).

Die reduzierte Expression des Transkriptionsfaktors NF«B, dessen Synthese durch
die Stimulation von Interleukin 1-Rezeptors Typ | (IL1R) vermittelt wird, unterstutzt
diese Annahme (Gilmore, 2006; Mitchell, Vargas, & Hoffmann, 2016). Das
Chemokin RANTES zeigt zwar keinen signifikanten Unterschied, aber eine Tendenz
zu einer geringeren Expression in der Gruppe der P2X7 KO-Tiere. RANTES spielt
vor allem eine Rolle bei der Rekrutierung von Leukozyten zu inflammatorischen
Herden (Qidwai & Khan, 2016) und unterstitzt gleichfalls die These, dass eine
P2X7-Rezeptordefizienz in diesem Modell protektiv gegenuber einer chronischen
Entziindungsreaktion wirken kann (Umetsu et al., 2021). Der fehlende Unterschied
im Falle des IL1B kénnte durch den singularen Beobachtungszeitpunkt (Tag 35) der
Untersuchung zu erklaren sein. Vermutlich nimmt der Einfluss von IL13 zum spaten
Untersuchungszeitpunkt nur noch eine untergeordnete Rolle ein. Die Inflammation
wird zu diesem Zeitpunkt moglicherweise bereits von anderen Faktoren

aufrechterhalten.

Bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung dieser Inflammation konnte das NLRP3
nucleotide-binding oligomerisation domain, leucine rich repeat and pyrin domain
containing (NLRP3) Inflammasom eine wichtige Rolle spielen (Kelley, Jeltema,
Duan, & He, 2019). Inflammasome sind Teil des angeborenen Immunsystems, die
durch bestimmte Triggerfaktoren aktiviert werden und an der Produktion und
Prozession von Interleukinen beteiligt sind. Die Zellen der angeborenen
Immunabwehr detektieren Uber pattern recognition receptors (PPRs) zum einen
bestimmte mikrobielle Komponenten, die pathogen associated molecular patterns
(PAMPs) genannt werden, in diesem Fall aber noch wichtiger auch damage
associated molecular patterns (DAMPs). Zu den DAMPs zahlt beispielsweise
extrazellulares ATP, das nach groRerem Zellschaden in hoheren Konzentrationen
auftritt. Zu den relevanten PPRs gehoren extrazellulare Toll-like receptors (TLRs)
und intrazellulare nucleotide-binding domain and leucine rich repeat containing

proteins (NLRs), die aus verschiedenen Domanen bestehen (Lamkanfi & Dixit,
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2014; Takeuchi & Akira, 2010). Die Signalubertragung lauft hier meist tGber den
NF«B-Signalweg. Entscheidend ist, dass manche Inflammasome uber ein NLR
sensor molecule verfugen, dass zusammen mit dem NLR das apoptosis associated
speck like protein containing a CARD (ASC) rekrutieren kann. Das ASC ist in
diesem Fall relevant fur den NF«B-Signalweg. Im Falle des NLRP3 Inflammasoms
wird durch TLR Aktivierung NF«B-abhangig pro-IL1B transkribiert. Damit die aktive
Form IL1B entstehen kann, muss das pro-Interleukin noch durch Caspase-1
gespalten werden. ASC wird bendtigt um die Caspase zu aktivieren (Latz, Xiao, &
Stutz, 2013). Das zweite Signal zur Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms kann
stark variieren. Eine Moglichkeit der Aktivierung besteht Uber die Signaltransduktion
via den P2X7-Rezeptor. Eine P2X7-Rezeptor-Defizienz konnte diesen
Mechanismus unterbrechen, was die Effekte auf die hier dargestellten Ergebnisse
erklaren konnte (Ferrari et al., 2006; Karmakar et al., 2016).

4.4 Einfluss von Inflammation auf chronische Niereninsuffizienz, interstitielle

Fibrose und Proteinurie

Die Monozyten und Makrophagen der Niere haben alle noétigen zellularen
Bestandteile zur Aktivierung und Auspragung des NLRP3 Inflammasoms (Anders
& Muruve, 2011). Abais et al. und Zhang et al. haben gezeigt, dass nierenselektives
Ausschalten der ASC Sequenz Proteinurie und Glomerulosklerose in
Schadigungsmodellen mit Hyperhomocysteindmie abschwachen konnte (Abais et
al.,, 2013; C. Zhang et al., 2012). Weiterhin konnte hier gezeigt werden, dass
Inflammasomaktivierung in glomerularen Endothelzellen und Podozyten maoglich ist
(Kim, Kim, Kim, Lee, & Moon, 2019). Weitere Ergebnisse deuten darauf hin, dass
auch murine tubulare Epithelzellen in der Lage sind durch Inflammasomaktivierung
Interleukine zu sezernieren (Homsi, Janino, & de Faria, 2006; Lichtnekert et al.,
2011; J. Wang et al., 2015). IL1 liegt in zwei biologisch aktiven Formen vor: IL1a
und IL1B (Chan & Schroder, 2020). Ihr gemeinsamer Effektor ist der IL1R, der auf
einer Vielzahl an Zellen exprimiert wird (Boraschi, Italiani, Weil, & Martin, 2018).
Durch IL1 werden weitere pro-inflammtorische wie IL6 oder TNFa, aber auch pro-
fibrotische Mediatoren wie TGF-B ausgeschuttet. Als natirliche Gegenspieler
dienen der Interleukin 1-Rezeptor Antagonist (IL1-RA) und der Interleukin 1
Rezeptor Typ Il (IL1RII) (Gabay et al., 2010). Ein Beitrag zur Nierenschadigung

durch IL1 geschieht in Form von Rekrutierung inflammatorischer Zellen. In
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Mausmodellen mit ischamischem Reperfusionsschaden konnte gezeigt werden,
dass durch IL1 die renale Schadigung durch vermehrtes Auftreten von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten gesteigert wurde (Furuichi et al.,
2006). Supression der Interleukinwirkung zeigte eine Verbesserung der
Progredienz experimenteller Glomerulonephritis. Lan et al. konnten hier zeigen,
dass durch Einsatz von IL1-Rezeptor Antagonisten ein signifikant geringerer Grad
an Proteinurie und eine insgesamt besser erhaltene Nierenfunktion erreicht werden
konnten (Lan et al., 1993). Bezogen auf die Rolle des P2X7-Rezeptors in der
Exkretion von IL1B, konnte ein geringerer Einfluss von IL1 eine Rolle in dem hier
dargestellten Modell spielen. Timoschanko et. al konnten zeigen, dass in einem
Modell anti-GBM-induzierter Glomerulonephritis ein geringerer Grad an
Makrophageninfiltration in IL1B-defizienten Mausen zu erkennen war (Timoshanko,
Kitching, lwakura, Holdsworth, & Tipping, 2004). DAMPs wie ATP, Harnsaure,
mitochondriale reactive oxygen species (ROS), aber auch Bestandteile der
extrazellularen Matrix wie Hyaluronsaure oder Biglykane sind an der Aktivierung
des Inflammasoms beteiligt (Anders & Schaefer, 2014). Die Ergebnisse der in
diesem Modell durchgefuhrten PAS-Farbung zeigten einen signifikant geringeren
Grad an Glomerulosklerose in der Gruppe der P2X7 KO-Tiere. In einem
Rattenmodell mit Albumin-induzierter Nephropathie konnten Liu et al. zeigen, dass
Albuminurie renale Inflammation durch mitochondriale ROS-abhangige
Inflammasomaktivierung unterhalten koénnte (Liu et al., 2014). Die in unseren
Ergebnissen dargestellte Albumin-Kreatinin-Ratio zeigte ab Versuchtag 20
signifikant niederigere Werte fir die P2X7-KO-Tiere. Die hdhergradige Albuminurie
der Wildtyptiere konnte also eine zusatzliche Verstarkung der renalen Inflammation
mit sich bringen. Qian et. al konnten in einem renalen Schadigungsmodell im
Tierversuch mit induziertem Reperfusionsschaden zeigen, dass durch Blockade
des P2X7-Rezeptors es zu einer geringer ausgepragten Inflammasom- und IL1[3-
vermittelten Inflammationsreaktion gekommen ist (Qian et al., 2021). Bezogen auf
die Ergebnisse dieser Doktorarbeit kann die Aktivierung des Inflammasoms uber
den P2X7-Signalweg als moglicher Mechanismus einen Beitrag zur Progredienz der

chronischen Niereninsuffizienz leisten.

Die chronische Niereninsuffizienz geht mit Fibrosierung einher, die zu einem

Funktionsverlust fiihrt. Eine besondere Schlisselfunktion bei der Induktion von
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Fibrose bei renalen Erkrankungen kommt dem TGF@ zu (Bottinger, 2007; Morikawa,
Derynck, & Miyazono, 2016; W. Wang et al., 2005). Die TGFB-Familie enthalt drei
Isoformen TGFB1, TGFB2 und TGFB3, von denen TGFB1 die haufigste Form
darstellt und im Folgenden mit dem Begriff TGF3 gemeint ist. Alle renalen Zelltypen
sind in der Lage TGFB zu produzieren (Roberts, 1998). Sezerniert wird es als
inaktive Vorlauferform (latentes TGF[3) mit einem latency-associated peptide (LAP)
gebunden an latent TGFB binding proteins (LTBPs). Durch Stimulation mit
beispielsweise ROS kann es in seine aktive Form tUbergehen und der vor allem
auto- oder parakrinen Signaltransduktion dienen. TGFB bindet an den TGF[3-
Rezeptor Typ 2 (TBRII) wodurch die TGFB Rezeptor Typ 1-Kinase (TBRI) aktiviert
wird. Diese phosphoryliert intrazellular die rezeptorassoziierten SMAD-Proteine 2
und 3 (Smad2 und Smad3), die zusammen mit dem common SMAD-Protein 4
(Smad4) einen Komplex bilden. Dieser Komplex wird in den Nucleus der Zelle
transloziert um die Transkription bestimmter Gene zu regulieren (Derynck & Zhang,
2003). Das SMAD-Protein 7 (Smad7) fungiert in dieser Kaskade als physiologischer
Inhibitor fir smad2/3 und den TBRI im Sinne eines negativen Feedbacks, da es
unter anderem durch smad3 induziert werden kann (Ebisawa et al., 2001; Hu et al.,
2018; Kavsak et al., 2000).

Das Hauptcharakteristikum renaler Fibrose ist die starke Ablagerung von
extrazellularer Matrix (ECM), die im Rahmen der Progredienz chronischer
Niereninsuffizienz auftritt (Eddy & Neilson, 2006; Nogueira, Pires, & Oliveira, 2017).
Die hier vorliegenden histologischen Ergebnisse haben zum einem einen
geringeren Grad an Glomerulosklerose, aber auch einen geringeren Anteil an
collagenhaltiger extrazellularer Matrix im Sinne einer verminderten interstitiellen
Fibrose in der Gruppe der P2X7-KO-Tiere zeigen kdénnen. Die gemessenen
Unterschiede im Grad der Fibrosierung konnten mittels Masson-Trichrome-Farbung
reproduziert werden. Es zeigen sich morphometrisch signifikant geringere Anteile
an gefarbter Matrix fir die P2X7-KO-Tiere, was einen geringeren Grad an Fibrose
anzeigt. Ein moglicher Mechanismus hierfur konnte eine verminderte TGF(3-
abhangige Produktion von extrazellularer Matrix sein. Fur Collagen1 als wichtiger
Bestandteil von extrazellularer Matrix konnte eine signifikant geringere Expression
in der Gruppe der P2X7-KO-Tiere nachgewiesen werden, fir TGF( zeigt sich eine

Tendenz zu geringerer Expression fur die P2X7-KO-Tiere. Die verschiedenen
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biologischen Eigenschaften von TGF@ sind gut untersucht und umfassen unter
anderem Zellproliferation und —differenzierung, Apoptose und Produktion von
extrazellularer Matrix (Meng, Chung, & Lan, 2013). Weitere Studien konnten zeigen,
dass TGFB substanziell erhohte Expression in geschadigten Nieren sowohl beim
Menschen als auch Tiermodellen zeigt (Bottinger & Bitzer, 2002; Chen et al., 2018;
Yamamoto et al., 1996). Murakami et al. haben beschrieben, dass eine erhdhte
TGFB-Konzentration im Urin bei Patienten mit verschiedenen Nierenerkrankungen
positiv mit dem Grad der renalen Fibrose korreliert (Murakami, Takemura, Hino, &
Yoshioka, 1997). Tierexperimentelle Arbeiten mit transgenen Mausen, die hohe
Konzentrationen an TGFB in Hepatozyten produzierten, zeigten deutliche
histologische Veranderung wie beispielsweise Expansion der Mesangiums,
tubulointerstitielle Fibrose und tubulare Atrophie. Weiterhin entwickelten diese Tiere
konsekutiv eine Proteinurie, die zu weiterer Nierenfunktionseinschrankung fuhrte
(Kopp et al.,, 1996; Sanderson et al., 1995). In einem Modell der unilateralen
Ureterobstruktion haben Moon et al. gezeigt, dass durch selektive Inhibition des
TGFB-Signalweges signifikant geringere fibrotische Veranderungen in Rattennieren
nachzuweisen waren, aber auch eine geringere Expression von TGF@ zu
detektieren war (Moon et al., 2006). Neuere Arbeiten deuten darauf hin, dass durch
TGFB-Rezeptor Typ 2 Blockade allerdings auch die anti-inflammatorische Wirkung
des TGFB beeintrachtigt wird. Durch Smad3 wird das inhibitorische Smad7
stimuliert (Budi, Duan, & Derynck, 2017). Smad7 seinerseits ist aber auch der
Inhibition des NF«B-Signalweges, der durch IL1f stimuliert werden kann, beteiligt.
Fallt diese Inhibition weg, kann es zu vermehrter pro-inflammatorischer
Transkription kommen (Meng et al., 2012). Babelova et al. konnten zeigen, dass
Biglykan-defiziente Mausen in einem Tiermodell mit unilateraler Ureterobstruktion
weniger renale Schadigung im Sinne von tubulointerstitieller Fibrose aufwiesen.
Zusatzlich wurde in dieser Arbeit der Effekt von P2X7-Rezeptordefizienz
mitbertcksichtigt, der sich gunstig auf die gemessenen IL1B-Konzentrationen und
ebenfalls auf den Grad an Fibrose auswirkte (Babelova et al., 2009). Huang et al.
haben in einem UUO-Modell mit transgenen Mausen gezeigt, dass durch latentes
TGFB eine Hochregulierung von Smad7 erfolgt. Dadurch ergab sich eine
verminderte inflammatorische, aber auch fibrotische Reaktion im Gewebe nach
UUO (Huang, Chung, Wang, Lai, & Lan, 2008). In der Zusammenschau konnten in
dieser Doktorarbeit gezeigt werden, dass es auf Ebene der Genexpressionsanalyse
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zu einer Verminderung relevanter Fibrosemarker gekommen ist und sich durch die
histologischen Untersuchungen bestatigen lie8. Insgesamt vermittelt TGFP seine
profibrotische Wirkung durch mehrere moglichen Mechanismen. Es induziert direkt
die Produktion extrazellularer Matrix, die Collagen1 und Fibronectin enthalt, durch
Smad3-ahangige, aber auch —unabhangige Signalwege (Samarakoon, Overstreet,
Higgins, & Higgins, 2012). TGFB inhibiert die Aktivitdt von sog. Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), die am Ab- und Umbau von ECM beteiligt sind und
induziert gleichzeitig tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), als natirliche
Gegenspieler der MMPs. Mittels Western Blot Analyse fur Collagen1 konnte in
dieser Arbeit eine ebenfalls signfikant geringere Expression an Collagen in der
Gruppe der P2X7-KO-Tiere gemessen werden. Es wird diskutiert, dass TGFf
ebenfalls eine kritische Rolle im Rahmen von Zelltransdifferenzierung von Epithel,
Endothel und Perizyten in Richtung Myofibroblasten spielt (Meng et al., 2013; Wu
et al.,, 2013). Myofibroblasten selbst synthetisieren vermehrt extrazellulare
Matrixproteinen, hierin kdnnte ein moglicher Mechanismus begriindet sein (Sun,
Qu, Caruana, & Li, 2016). Auf verschiedene renale Zelltypen hat TGF ebenfalls
eine direkte Wirkung: es kann die Proliferation von Mesangiumzellen férdern, um
die Produktion von ECM zu erhdhen, oder induziert die Elimination von Podozyten
und Tubulusepithel, was zu einer Progredienz der renalen Schadigung und zu einer
Zunahme der renalen Fibrose flihren kann (Bottinger & Bitzer, 2002; Lopez-
Hernandez & Lopez-Novoa, 2012).

Der P2X7-Rezeptor spielt eine Schlusselrolle in der Prozession von aktivem IL13
und kann durch para- oder autokrine Signaltransduktion zu einem Anstieg von TGFf3
fuhren (LeRoy, Trojanowska, & Smith, 1990). In vitro Studien konnten zeigen, dass
IL1B konzentrationsabhangig Collagenexpression stimulieren kann (Postlethwaite
et al., 1988). Da IL1B in der Lage ist seine eigene Genexpression zu induzieren,
konnte eine Aktivierung des NALP3-Inflammasoms zu einer kontinuierlichen
Freisetzung von IL1B fuhren. Ein positiver Feedback-Mechanismus konnte dazu
beitragen dauerhaft Expression an TGFB zu erzeugen, die letztlich in
Gewebefibrose resultiert (Artlett, 2012). Solini et al. haben in diesem
Zusammenhang gezeigt, dass P2X7-Rezeptoraktivierung zu einer TGF3-Sekretion
und in Folge zur Produktion extrazellularer Matrix aus dem Mesangium fuhrt (Solini

et al., 2005). P2X7-Rezeptor-defiziente Mause zeigten experimentell eine geringe
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Zahl an Myofibroblasten, verminderte Collagenablagerung und generell verminderte
TGFB-Expression im renalen Intertsitium (Goncalves et al., 2006). Mdglicherwiese
konnen Myofibroblasten daher direkt durch P2X7-Rezeptoraktivierung stimuliert
werden. Eine indirekte Stimulation konnte Uber IL13 durch Forderung von
Fibroblastenproliferation und der Synthese extrazellularer Matrix erfolgen.

Die Genexpression des Serinprotease Inhibitors plasminogen activator inhibitor 1
(PAI-1) wird unter anderem von TGFf induziert (Samarakoon et al., 2012). PAI-1
wird von einer Vielzahl an Zellen synsthetisiert, darunter Adipozyten,
GefalRendothel, Kardiomyozyten, Makrophagen und Fibroblasten. Die aktive Form
von PAI-1 wirkt als naturlicher Inhibitor der Enzyme urokinase plasminogen activator
(uPA) und tissue plasminogen activator (tPA). Es verhindert die Aktivierung der
Protease Plasmin, die vor allem bei der Blutgerinnung relevant ist, die Aktivierung
von latentem TGFB wund die Prozession von pro-MMPs zu MMPs.
Zusammengefasst verhindert es den proteolytischen Abbau von extrazellularer
Matrix (Hertig et al., 2003; Lackie, 2008) und unterstutzt tUber diesen Weg den Grad
der Fibrose (Flevaris & Vaughan, 2017). Es konnte festgestellt werden, dass die
Promoterregion von PAI-1 Bindungsstellen fur die SMAD-Proteine 2 und 3 enthalt
(Nagamine, 2008). Hier ergibt sich eine Verbindung zum TGFB-Signalweg. Guo et.
al konnten in einer Studie mit Mesangiumzellen aus Ratten zeigen, dass TGF[3 auch
unabhangig von Smad2/3 die Genexpression von PAI-1 induziert (Guo et al., 2005).
Ein Beispiel fur eine Smad-abhangige Signaltransduktion lieferten Song et al. in
einer Studie in der die PAI-1 Expression in humanen Mesangiumzellen Smad-
abhangig stimuliert wurde (C. Y. Song, Kim, Hong, & Lee, 2005). Zusammengefasst
zeigt sich die Induktion von PAI-1 gewebe- und zellabhdngig, wobei eine
Verbindung zum TGFB-Signalweg besteht. Es ist bekannt, dass veranderte,
unphysiologische Expression von PAI-1 mit fibrotischen Veranderungen in der Niere
assoziiert ist (Malgorzewicz, Skrzypczak-Jankun, & Jankun, 2013). Dieser
Zusammenhang wurde von Oda et al. in einem Modell der UUO-Modell mit PAI-1-
defizienten Mausen aufgezeigt, die eine signifkant geringere Expression von TGFf
zeigten (Oda et al., 2001). In der hier vorliegenden Genexpressionsanalyse zu PAI-
1 zeigte sich zwar kein signifikanter Unterschied, jedoch aber eine Tendenz zu
geringerer PAI-1-Expression in der Gruppe der P2X7-KO-Tiere. Ma et al. haben in
diesem Zusammenhang gezeigt, dass PAI-1-defiziente Mause in einem Modell der
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5/6 Nephrektomie vor Glomerusklerose geschitzt sind. Mittels PAS Farbung konnte
von dieser Arbeitsgruppe signifikant weniger Glomerulosklerose und Hypertrophie
beobachtet werden (Ma, Naito, Han, & Fogo, 2005). Die Ergebnisse der in dieser
Arbeit durchgefuhrten PAS Farbung zeigten einen signifikant geringeren Grad an
sklerosierten Glomeruli fur die P2X7-KO-Tiere verglichen mit den Wildtyptieren.
Dieser Effekt konnte fur das Modell teilweise PAI-1 vermittelt sein, so dass P2X7-
Rezeptordefizienz auch einen Einfluss auf PAl1-vermittelte Effekte haben konnte.
Unterstutzt wird die Relevanz von PAI-1 im Zusammenhang mit renaler Fibrose
durch die Beobachtung, dass uberexprimiertes TGFf3 die PAI-1 Expression und die
Ablagerung von collagener Matrix in TGFB- transgenen Mausen stimuliert. Hier
zeigte sich, dass PAI-1-Defizienz die Expansion mesangialer Matrix und eine
Verdickung der Basalmembran vermindert (Krag, Danielsen, Carmeliet, Nyengaard,
& Wogensen, 2005).

4.5 P2X7-Rezeptor und Blutdruck
In dieser Arbeit zeigte der systolische Blutdruck signifikant geringere Werte in der

Gruppe der P2X7-KO-Tiere. Exprimiert wird der P2X7-Rezeptor in renalen
arteriellen Stromgebieten und in Perizyten, die die mikrovaskularen Bereiche
umgeben (Kawamura et al., 2003; Lewis & Evans, 2001). Turner et al. haben
immunhistochemisch gezeigt, dass es auch P2X7-Rezeptorexpression in der
glatten GefaBmuskulatur der Intermediararterien der Niere beim Menschen gibt
(Turner et al., 2007). Diese Ergebnisse konnten durch Lewis und Evans in einem
Rattenmodell bestatigt werden (Lewis & Evans, 2001). Zusétzlich zeigt eine Arbeit
von Menzies et al. Rezeptorexpression am Endothel pra-glomerularer Gefalle und
in den Vasa recta des Tubulussystems (Menzies et al., 2013). In letztgenannter
Arbeit wurden Lewis Ratten, die vergleichweise unempfindlich gegenuber
Hypertonie induziertem vaskularem Schaden sind, mit F334 Ratten, die eine
Anfalligkeit fur renale Gefallschaden haben, verglichen. Die F334 Ratten zeigten
hier eine Hochregulation des P2X7-Rezeptors. Diese Ergebnisse zeigten, dass die
F334 Ratten erst bei hohen systolischen Blutdriicken in der Nierenarterie eine
ausreichende Diurese aufwiesen. Durch selektiven Antagonismus des P2X7-
Rezeptors verbesserte sich die gemessene Druck-Diurese-Kurve, was auf eine
bessere Blutdruckhomoostase hindeutet; hierin konnte ein moglicher Mechanismus

begriindet sein. Ahnliche Ergebnisse erzielten Ji et al. in einem Hypertoniemodell
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bei Mausen mittels salzreicher Diat und subkutaner Implantation von
Kortikosteroidpallets. Die P2X7-KO-Tiere in diesem Modell zeigten im Verlauf einen
signifikant geringeren systolischen Blutdruck verglichen mit den Wildtyptieren, bei
besser erhaltener Kreatininclearence (Ji, Naito, Weng, et al., 2012). In einer
weiteren Arbeit mit salzsensitiver Hypertonie und medikamentosem P2X7-
Rezeptorantagonismus konnten die Ergebnisse zu signifikant geringerem Blutdruck
reproduziert werden (Ji, Naito, Hirokawa, et al., 2012). In der Zusammenschau mit
der verminderten Inflammations- und Fibrosereaktion konnte diese Tatsache die
renale Schadigung in dem Tiermodell dieser Doktorarbeit weiter guinstig beeinflusst
haben. In einem Tiersersuch mit Angiontensin-induzierter Hypertonie konnte der
selektive Antagonismus des P2X7-Rezeptors zu einer Normalisierung der
Druckverhaltnisse in den Vasa afferentes und efferentes des Glomerulus beitragen,
was einen positiven Effekt auf die Langzeitentwicklung des Blutdruckes haben
kdnnte (Bautista-Pérez et al., 2020).

4.6 Relevanz der Untersuchung und Ausblick auf mogliche Folgearbeiten

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch das die 5/6 Nephrektomie eine
renale Schadigung erzeugt wird, die mit einer erhdhten inflammatorischen und
fibrotischen Reaktion einhergeht, die in der Gruppe der P2X7-KO-Tiere mit
signifikant weniger pathologischen Veranderungen einhergeht. Es wurde
dargestellt, dass es =zu einer signifikant geringeren Expression an
inflammatorischenMarkern gekommen ist, die eine verminderte IL1B-vermittelte
Entzindungsantwort durch verminderte Rekrutierung inflammatorischer Zellen
nahelegen. Die daraus resultierende bessere Nierenfunktion lie® sich durch die
geringere Albuminurie der P2X7-KO-Tiere erharten. Die P2X7-KO-Tiere zeigten in
den histopathologischen Untersuchungen einen geringeren Grad an interstitieller
Fibrose sowie Glomerulosklersose. Zusammenfassend lassen die Ergebnisse
dieser Doktorarbeit die Schlussfolgerung zu, dass eine P2X7-Rezeptordefizienz im
Modell der 5/6 Nephrektomie vor der Progredienz einer chronischen
Niereninsuffizienz schitzen kann. Der dargestellte Mechanismus mit Disruption des
P2X7-Signaltransduktionswegs stellt einen maoglichen pharmakotherapeutischen
Ansatzpunkt, z.B. mit dem moglichen Antagonisten Brilliantblau, dar (Pereira et al.,
2020). Die weitere Differenzierung der zu Grunde liegenden Signalwege stellt dabei

eine wichtige Aufgabe zukunftiger Forschung dar.
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