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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Proteasen

Proteasen sind Enzyme, die die Hydrolyse von Peptidbindungen katalysieren und
damit fur die Prozessierung von Proteinen verantwortlich sind. Durch Abspaltung
bestimmter Peptidregionen konnen die jeweiligen Proteine beispielsweise
aktiviert werden (limitierte Proteolyse), aber auch der Abbau oder die
intrazellulare Organisation von Proteinen werden durch Proteasen mitgesteuert
[1, 2].

Die Proteasen Plasma-Kallikrein (p-KLK) und Plasminogen (PIg)
beziehungsweise dessen aktive Form Plasmin sind Vertreter der Klasse der
Serinproteasen [1]. Diese sind dadurch gekennzeichnet, dass sich in ihrem
aktiven Zentrum die Aminosaure Serin befindet. Serinproteasen erfillen
Aufgaben in verschiedenen Bereichen des menschlichen Organismus, zum
Beispiel im Rahmen der Verdauung, der Gerinnung oder des Immunsystems.
Weitere Beispiele fur Serinproteasen sind Trypsin, Elastase oder Lactoferrin
[3, 4]. Weitere Proteaseklassen, die durch ihre aktiven Zentren abgegrenzt und
unterschieden werden, sind beispielsweise Aspartatproteasen, Cysteinproteasen

oder Metalloproteasen [5].

1.1.1 Kallikrein

Kallikreine stellen eine Untergruppe der Serinproteasen dar, welche sich in
p-KLK und 15 Gewebe-Kallikreine unterteilen lassen [6]. Kallikreine werden unter
anderem in der Niere, der Prostata, den Ovarien, dem Gehirn, der Haut und im
Pankreas exprimiert. Aulerdem kdnnen sie zu diagnostischen Zwecken genutzt
werden, wie zum Beispiel KLK3, auch bekannt als Prostata-spezifisches Antigen,
das als Screening- und Verlaufsparameter im Rahmen von Prostatatumoren
dient [7]. Funktionell sind die Kallikreine im Kinin-Kallikrein-System eingebettet
[6]. Ausgangspunkt in diesem System sind die Kininogene, diese Proteine

kommen im Plasma vor und werden in ein hochmolekulares (120 kDa) und ein
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niedermolekulares (70 kDa) Kininogen unterteilt [8]. Gewebe-Kallikreine nutzen
beide Kininogen-Arten als Substrat, wahrend p-KLK nur das hochmolekulare
Kininogen prozessiert [9]. Die Kininogene werden dadurch zu Kininen, wie zum
Beispiel Bradykinin (1,1 kDa) umgewandelt [10, 11]. AuBerdem kénnen Kinine
durch Kininasen modifiziert werden [12]. Die Kinine stellen die Effektoren dieses
Systems dar, das unter anderem bei der Blutdruckregulation, Gerinnung,
Entzindungsreaktionen oder der Immunantwort eine Rolle spielt [13, 14]. Das
Proenzym von p-KLK ist Prakallikrein (88 kDa), welches durch die Leber
synthetisiert wird und im Plasma von Faktor Xlla aktiviert werden kann [6, 15].
P-KLK kann wiederum die Reaktion von Plg in dessen aktive Form Plasmin

katalysieren [16].

1.1.2 Plasminogen und Plasminogen-System

Das Plg-System besteht aus mehreren Faktoren und Modulatoren. Diese lassen
sich in Aktivatoren, Inhibitoren und Rezeptoren unterteilen. Plg (90 kDa) ist das
Proenzym der Serinprotease Plasmin und wird unter anderem in der Leber und
in der Niere synthetisiert [17]. Es ist als zentraler Faktor in einem eigenen System
eingebettet [18, 19]. Als Hauptaufgabe dieses Systems wird bisher vor allem die
Fibrinolyse in Thromben angesehen. Aber auch im Kontext der Embryogenese,
der Wundheilung, der Angiogenese oder der Tumorentstehung rickt dieses

System mittlerweile ins Blickfeld [20].

Eine Vielzahl von Proteinen besitzt die Fahigkeit Plg zu Plasmin umzusetzen und
zu aktivieren, wie zum Beispiel p-KLK, Faktor XI oder Faktor XlI [16, 21, 22]. Die
Aktivierung zu Plasmin geschieht hauptsachlich durch den tissue-type
Plasminogen Activator (tPA) und den urokinase-type Plasminogen Activator
(uPA) [18]. Der tPA wird vor allem von Endothelzellen produziert. Glomerulare
Endothelzellen exprimieren ebenfalls tPA [23]. Der uPA kommt in der Niere
sowohl im proximalen Tubulus als auch in der Henle-Schleife vor und gelangt in
den Urin. Wahrend der tPA selbst als Plg-Rezeptor an Zelloberflachen fungieren
kann, besitzt der uPA einen eigenen Rezeptor, den urokinase-type Plasminogen
Activator Receptor (UPAR) [24]. Dieser existiert in membrangebundener oder

geloster Form als soluble urokinase-type Plasminogen Activator Receptor
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(suPAR) [25]. Der uPAR kommt sowohl an den Podozyten als auch am
glomerularen Endothel vor [26]. Der uPA kann an den uPAR binden und in dieser

Position Plg aktivieren [24].

Ein weiterer Plg-Rezeptor, der an den Podozyten vorkommt, ist der Rezeptor
Plg-RKT. Dieser ist raumlich sowohl mit dem uPAR als auch mit dem tPA-
Rezeptor assoziiert [27]. Die Funktionen des PIg-RKT werden bisher noch
diskutiert. Es konnte bereits gezeigt werden, dass dieser im Rahmen von

Entzindungen zur Mobilisation von Makrophagen beitragt [28, 29].

Der Histon H2B ist ein weiterer Plg-Rezeptor, der an glomerularen
Endothelzellen zu finden ist [30, 31]. Dieser ist ebenfalls mit dem uPAR assoziiert
[32]. Ein weiteres Merkmal des Histon H2B ist dessen Verbindung mit

geschadigten Zellen, an denen er gehauft vorkommt [32, 33].

Den wichtigsten plasmatischen Plasmin-Inhibitor stellt a2-Antiplasmin dar,
wahrend mit dem Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI-1) eine weitere
inhibitorische Komponente existiert, die allerdings bereits die Konversion von Plg
zu Plasmin uUber die Inhibition der Aktivatoren verhindert [34, 35].

1.2 Das nephrotische Syndrom

1.2.1 Definition eines Nephrotischen Syndroms

Das nephrotische Syndrom ist ein Symptomkomplex, der durch vier
pathologische Befunde definiert ist. Dies sind eine Proteinurie von mindestens
3,5 g pro Tag, eine Hypalbuminamie beziehungsweise Hypoproteinamie,
periphere Odeme und eine Hyperlipoproteindmie [36]. Des Weiteren kann auch

eine Hyperkoagulabilitat dazugezahlt werden.

1.2.2 Atiologie
Eine Vielzahl von Erkrankungen kann zur Entwicklung eines nephrotischen
Syndroms flhren. Diese lassen sich in primare und sekundare Ursachen

einteilen [37]. Beispiele fur primare Ursachen sind die Minimal-Change-
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Glomerulopathie (MCGN), die Membrantse Glomerulonephritis (MGN) oder die
Fokal-segmentale Glomerulosklerose (FSGS). Sekundare Ursachen sind
beispielsweise endokrinologische (Diabetes mellitus) oder immunologische
Grunderkrankungen (Systemischer Lupus Erythematodes, IgA-Nephropathie),
Medikamente (Interferon) und Infektionen (HIV) [38, 39].

Die primaren Erkrankungen stellen dabei den haufigsten Grund fur ein
nephrotisches Syndrom dar und weisen verschiedene Risikogruppen auf. So
betrifft die MCGN beispielsweise vor allem Kinder und die MGN meist
Erwachsene [40, 41].

1.2.3 Glomerularer Filtrationsapparat und Rolle der Podozyten

Allen  Grunderkrankungen des nephrotischen  Syndroms ist als
pathophysiologischer Grundmechanismus gemein, dass Podozyten in ihrer
Funktion gestort sind [38, 42]. Podozyten sind Teil des Filtrationsapparats,
welcher auRerdem aus Endothelzellen und einer glomerularen Basalmembran
(GBM) besteht [43]. Dies ist in Abbildung 1 dargestellt. Sie garantieren die
Selektivitat der Filtermembran. Durch die Fullfortsatze der einzelnen Podozyten
entsteht eine enge Schlitzmembran, welche physiologisch lediglich fur Molekule
mit geringerer GroRe als Albumin (69 kDa) durchlassig ist [24]. Die Ful¥fortsatze
sowie die Verankerung in der GBM stellen die zwei wichtigsten Voraussetzungen
fur eine regelrechte Funktion der Podozyten dar [44]. Damit verbunden existieren
verschiedene Strukturproteine und Einheiten des podozytaren Zytoskeletts. Die
interpodozytare Integration geschieht Uber Nephrin, welches an Podocin und
intrazellular Gber CD2AP an F-Actin gekoppelt ist. Die Stabilitdt der F-Actin-
Filamente wird wiederum durch Myo1E und uber a-Actinin-4, das sich zwischen
den F-Actin-Filamenten befindet, gewahrleistet. Die Verbindung zur GBM stellen
Integrine, unter anderem (B3 und a1, her, welche innerhalb der GBM mit
Laminin-B2 verbunden sind [45]. Neben der Verankerung der Zellen tragt auch
die GBM selbst einen Teil zur Filtrationsbarriere bei, da sie negativ geladen ist

und ebenfalls negativ geladene Proteine dadurch zurickgehalten werden [46].
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Abbildung 1: Darstellung des glomeruldren Filtrationsapparats [47]

Dargestellt ist der Aufbau eines Glomerulums und des glomerularen Filtrationsapparats. Blut wird
durch das Vas afferens in das Kapillargeflecht transportiert. Dort findet durch Endothelzellen,
GBM und Podozyten mit den charakteristischen Ful3fortsatzen die Filtration des Blutes und die
Produktion des Priméarharns statt. Der Primarharn gelangt anschlielend in den proximalen
Tubulus, das Blut wird aus dem Glomerulum in das Vas efferens geleitet.

Die dritte Komponente der glomerularen Filtrationsbarriere sind die
Endothelzellen. Diese besitzen durch transzellulare Poren eine fenestrierte
Struktur [48, 49]. Neben dieser Grundstruktur tragen Elemente der Zelloberflache
wie eine spezielle Glykokalyx zur Filterfunktion des Endothels bei. Wahrend fir
Wasser eine hohe Permeabilitat besteht, werden insbesondere Proteine davon
abgehalten in den Urin zu gelangen [50]. Zudem besteht eine gegenseitige
Kommunikation zwischen Podozyten und Endothel Uber Stoffe wie den Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) und den Transforming Growth Factor 3
(TGF-B), durch die beispielsweise die Filtrationsrate und Zellstruktur beeinflusst

werden kann [51].
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1.2.3.1 Mechanismen der glomerularen Schadigung

Bei Funktionsverlust der Podozyten entsteht eine verringerte Selektivitat des
glomerularen Filtrationsapparats [52]. Es existieren dabei unterschiedliche
Moglichkeiten wie auf die Podozyten Einfluss genommen werden kann. Die
MCGN ist beispielsweise durch rein histologische Veranderungen, bei
unveranderter Podozytenzahl charakterisiert. Allerdings kann auch eine
gesteigerte Proliferation zu einer gestorten Filtrationsmembran fuhren, da die
Kapillaren dadurch kollabieren. Im Rahmen der diffusen mesangialen Sklerose
liegt dagegen eine verminderte Proliferation zu Grunde. Ein weiterer wichtiger
Mechanismus ist der Podozytenverlust. Die FSGS stellt dabei eine typische

Krankheit dar, welche mit einem Podozytenverlust einhergeht [38].

Um eine Verringerung der Podozytenzahl zu erreichen, kdnnen wiederum drei
Grundmechanismen definiert werden: die Apoptose, die Ablésung der Podozyten
von der Basalmembran wund eine verringerte Proliferation. Diese
Grundmechanismen sind in Abbildung 2 dargestellt. Die Proliferation kann dabei
vor allem genetisch, durch eine erhéhte Synthese antiproliferativer Proteine, wie
p21, p27 oder p57, supprimiert werden. Wird die Integritat zytoskelettaler
Strukturproteine, die in Verbindung mit der Basalmembran oder den
benachbarten Podozyten stehen, gestort, fuhrt dies zur Ablésung. Die
zytoskelettaren Bestandteile bieten dafir eine Vielzahl an mdglichen
Einflussfaktoren, wie zum Beispiel die Integrine. Die Produktion pro-
apoptotischer Faktoren wie TGF-B oder allgemein die Forderung oxidativen

Stresses fuhrt zum apoptotischen Zelltod [53].
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Abbildung 2: Ubersicht der podozytdren Pathophysiologie und der Mechanismen des
Podozytenverlustes [38, 42]

Dargestellt sind die Mechanismen der Podozytenfunktionseinschrankung und Beispiele
entsprechender Grunderkrankungen (links). Mdgliche Pathophysiologien sind histologische
Veranderungen bei normaler Podozytenanzahl (MCN), Untergang beziehungsweise Ablésung
der Zellen (FSGS) und die Sklerosierung (DMS) beziehungsweise der kapillare Kollaps (CG) bei
moderater oder hoher Steigerung der Podozytenproliferation.

Zudem Darstellung der Pathophysiologie der Podozytopenie (rechts). Dabei liegen die Apoptose
(zum Beispiel durch TGF-B), die Ablésung (Stérung der a3B1-Integrine) und die
Proliferationshemmung (zum Beispiel durch erhdhtes p21) zu Grunde und fuhren in weiterer
Konsequenz zur Glomerulosklerose.

MCN: Minimal-Change-Nephropathie, FSGS: Fokal-segmentale Glomerulosklerose, DMS:
Diffuse mesangiale Sklerose, CG: Collapsing Glomerulopathy, TGF-f: Transforming-Growth-
Factor-B, ROS: Reactive Oxygen Species.

1.2.3.2 Plasminogen und Podozytenschaden

Bei in vitro Untersuchungen an Podozyten konnte gezeigt werden, dass Plg zu
einem Anstieg des oxidativen Stresses in Podozyten fuhrt [54]. Dieser
Zusammenhang ist in Abbildung 3 dargestellt. Es wurde die Theorie aufgestellt,
dass Plg an die Rezeptoren der Podozyten bindet und durch den uPA
beziehungsweise den uPAR in die aktive Form Plasmin umgewandelt werden
kann. Die anschliefende mitochondriale Produktion der NADPH-Oxidase-
Isoform Nox2 bewirkte einen zytoplasmatischen und mitochondrialen Anstieg von
Oz und mitochondrialem H202 (Nox4). Dies resultierte in einem intrazellularen
Anstieg der reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) und die damit verbundene
Produktion von Stoffen wie CD36 und oxidiertes Low-Density Lipoprotein fuhrte
zur Apoptose der Podozyte. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Plg-
Podozyten-Interaktion als ein Mechanismus und Motor des podozytaren
Schadens dienen konnte. Die gesteigerte Synthese von Endothelin-1 war ein
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weiterer Befund dieser Studie [54]. Dies ist wiederum ein Hinweis auf eine
mogliche Rolle des glomerularen Endothels, da Endothelin-1 Teil der

interzellularen Kommunikation zwischen Podozyten und Endothelzellen ist [55].

Plasminogen-Plasmin as a “second hit” of podocyte injury
associated with proteinuria

Increased Proteinuria

Plasminogen
(Plg)
|
Crosstalk Among Membrane - Cytosol- -w
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Abbildung 3: Hypothetischer Zusammenhang zwischen Plg und Podozyten [54]

Dargestellt ist eine mdgliche Kaskade, begonnen mit der Proteinurie, durch die Plg an Rezeptoren
binden und zu Plasmin umgesetzt werden kann. Daraus resultiert eine erhdhte ROS-Produktion
sowie erhohte oxidative Marker (CD36, oxidiertes Low-density Lipoprotein (oxLDL), Free Fatty
Acids (FFA)). In der Folge Apoptose des Podozyten. Zusatzlich gesteigerte Endothelin-1-
Synthese (ET-1).

In einer weiteren Studie konnten in vivo ebenfalls Hinweise auf eine
krankheitsfordernde Wirkung des Plgs gefunden werden. So wiesen Ratten im
Modell der Puromycin-Aminonukleosid-Nephropathie (PAN) eine deutlich
erhohte glomeruléare Plg-Konzentration und damit verbundene erhdhte
Parameter fur den oxidativen Stress sowie eine ausgepragte Proteinurie auf. Die
Injektion des uPA-Inhibitors Amilorid fuhrte hingegen zu einer Reduktion des
oxidativen Stresses und der Proteinurie [56].
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1.2.4 Klinik

Eines der Leitsymptome des nephrotischen Syndroms ist eine Proteinurie von
uber 3,5 g pro Tag, welche aus der verminderten glomerularen Selektivitat im
Rahmen des Podozytenschadens resultiert [57]. Die Proteinurie und der damit
verbundene Proteinverlust fuhrt zu einem Albuminmangel. Zudem kommt es zu
einer Hyperlipidamie, die unter anderem aus einer reduzierten hepatischen
Aufnahme des Low Density Lipoproteins resultiert [58, 59]. Weitere Symptome
resultieren aus dem proteinurischen Verlust verschiedener Proteine wie
Immunglobulinen oder Gerinnungs-assoziierten Proteinen wie Antithrombin-3.
Dadurch kommt es beispielsweise zu einer erhdhten Infektanfalligkeit oder einer
Hyperkoagulabilitdt. Neben der Proteinurie, der Hypalbumindmie und der
Hyperlipidadmie sind stark ausgepragte, generalisierte Odeme eines der vier

zentralen Kriterien des nephrotischen Syndroms [39].

Zu beachten ist, dass noch weitere Proteine aus dem Blutkreislauf in den Urin
gelangen und nicht nur die oben beschriebenen Protein-Mangelzustande zu
Beschwerden fuhren kdnnen. Dies trifft insbesondere auf Proteasen wie zum
Beispiel Plg und p-KLK zu. Im Rahmen dieser Proteasurie kodnnen
Enzymreaktionen an Strukturen und Bestandteilen des Nephrons stattfinden, die
physiologischerweise durch die glomerulare Filtrationsbarriere nicht moglich

gewesen waren [60-62].

1.2.4.1 Underfill- und Overfill-Theorie

Zur Entstehung der Odeme existieren zwei Hypothesen, die Underfill- und die
Overfill-Theorie [63]. Einerseits wird im Rahmen der Underfill-Theorie diskutiert,
ob durch die Hypalbuminamie der onkotische Druck in den Gefallen so stark
abnimmt, dass FlUssigkeit in das extravasale Gewebe diffundiert. Der daraus
resultierende intravasale Volumenmangel (= Underfill) setze wiederum eine
Aktivierung des Renin-Angiotension-Aldosteron-Systems in Gang. Durch eine
gesteigerte Retention des Natriums (Na*) soll so der relative intravasale
Volumenmangel ausgeglichen werden, dies fuhrt jedoch zur Aufrechterhaltung

und weiteren Zunahme der Odeme [61, 63].
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Andererseits beschaftigt sich die Overfill-Theorie mit einer moglichen aktiven
Rolle aberrant filtrierter Proteine im Tubulussystem der Niere. Da der
glomerularer Filtrationsapparat durch den Podozytenniedergang seine
Selektivitat verliert, gelangen verschiedene Proteasen in das Tubulussystem.
Dabei konnten sie bereits in aktivierter Form vorliegen oder im Tubulussystem
aktiviert werden. Diese Proteasen seien nach der Overfill-Theorie fur die
Aktivierung des epithelialen Natrium-Kanals (ENaC) und damit fir die Odeme
verantwortlich. Eine mdgliche Kaskade, in der Plg beziehungsweise Plasmin als
Aktivator fungiert, ist in Abbildung 4 dargestellt [64].

Urokinase
Glomerular Puu‘n-......r_..!..""'.""- Plasmin _._Urinarly
capillary *l’}(‘j - N 2 excretion
=1y
apy afp i)
ENaC ENaC e
I'T:t]ernn.:tliate Povang high

Abbildung 4: Modell und Theorie der proteolytischen ENaC-Aktivierung im Rahmen der Overfill-
Theorie am Beispiel Plasminogen [65]

Dargestellt ist die Kaskade der mdglichen proteolytischen ENaC-Aktivierung durch Plasmin. Im
Rahmen der Proteinurie wird aberrant filtriertes Plg durch die tubuldre uPA in die aktive Form
Plasmin umgesetzt. Plasmin kann wiederum den ENaC durch proteolytische Spaltung der y-
Untereinheit, in  einen  hochaktiven  Zustand versetzen und damit dessen
Offenheitswahrscheinlichkeit erhdhen. Dies flhrt zu einer vermehrten Na*-Retention.

10
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1.2.4.2 Epithelialer Natrium-Kanal (ENaC)

Der ENaC kommt in der Niere, aber auch im distalen Kolon und der Lunge vor
[66]. In der Niere befindet sich der ENaC im distalen Tubulus und besteht aus
den drei Untereinheiten a, B und y [66, 67]. Der ENaC-mediierte Na*-Transport
ist mit der basolateralen Na*/K*-ATPase funktionell gekoppelt [68]. Die
Regulation des ENaCs selbst geschieht tUber zwei Wege. Zum einen Uber die
Anzahl beziehungsweise Expression der Kanale und zum anderen uber die

Offenwahrscheinlichkeit der einzelnen Kanale [61, 69].

Die Expression wird dabei Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
gesteuert [70]. Da diese Kaskade physiologisch durch einen zu niedrigen Na*-
Bestand in Gang gebracht wird, fuhrt Aldosteron zu einer vermehrten Expression
der a-Untereinheit des ENaCs und damit zu einer erh6hten Na*-Retention. Die
physiologische Aktivitat beziehungsweise Offenheitswahrscheinlichkeit des
ENaCs wurde an Xenopus Oozyten mithilfe von Amilorid gemessen [71]. Amilorid
ist ein Kalium (K*) sparendes Diuretikum, welches die ENaC-Aktivitat senkt [72].
So konnte gezeigt werden, dass der ENaC physiologisch eine relativ niedrige

Aktivitat aufweist, da diese unter Amilorid nur gering absank [71].

Die gezielte Steigerung der Einzelkanal-Aktivitdt des ENaCs ist Uber die
proteolytische Aktivierung der verschiedenen Untereinheiten maoglich (siehe
Abbildung 5). Schon im Rahmen der Expression steigert Aldosteron die
Produktion einer proteolytisch prozessierten a- und vy-Untereinheit [70].
Intrazellular kann Furin die a- und y-Untereinheit spalten [73]. Extrazellular
konnen sowohl Iosliche als auch membranstandige Proteasen die Aktivitat
erhdhen [74]. Proteasen, die bisher die Fahigkeit zeigten, den ENaC zu
aktivieren, sind zum Beispiel die Serinproteasen Plasmin, Kallikrein, Prostasin,
Neutrophile Elastase oder Pankreas-Elastase [65, 75-77]. Die y-Untereinheit wird
dabei distal der Furin-Spaltstelle gespalten. Kallikrein und Prostasin besitzen die
gleiche Spaltstelle yRKRK186 [78, 79]. In vivo konnte gezeigt werden, dass die
Odementstehung im Doxorubicin-induzierten nephrotischen Sydrom der Maus
durch die subkutane Implantation von Pellets des Protease-Inhibitors Aprotonin
verhindert wird [80].

11
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(a) Na+ (b) (c) Na*
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Abbildung 5: Aufbau und Mdéglichkeiten der Aktivierung des ENaCs [77]

Dargestellt sind die unterschiedlichen Aktivitdtszustinde des ENaCs und die moglichen
Schnittstellen  der  ENaC-Untereinheiten. (@) Geringe  Offenheitswahrscheinlichkeit,
Untereinheiten ungeschnitten. (b) Mittlelstarke Offenheitswahrscheinlichkeit: Intrazelluléare
Aktivierung  durch  Furin-Proteolyse an a- und/oder y-Untereinheit. (c) Hohe
Offenheitswahrscheinlichkeit: Aktivierung durch extrazelluldre Proteasen (Elastasen, Plasmin,
Prostasin, Kallikrein) an jeweiligen Pradilektionsstellen der y-Untereinheit.

1.2.5 Therapie

Die zwei Hauptsaulen der Therapie des nephrotischen Syndroms stellen zum
einen die Behandlung der auslésenden Grunderkrankungen sowie die
symptomatische Therapie dar [81]. So werden beispielsweise die Odeme durch
Diuretika ausgeschwemmt oder auch eine Antikoagulation zur Prophylaxe einer
Thrombenbildung durchgeflhrt. Komplikationen wie Infektionen, fir die durch
den Antikdrpermangel eine hohere Anfalligkeit besteht, werden entsprechend,
zum Beispiel mittels Antibiotika, behandelt. Liegt dem nephrotischen Syndrom
eine Grunderkrankung, wie zum Beispiel ein Systemischer Lupus Erythematodes
oder ein Diabetes mellitus, zu Grunde, erfolgt eine dementsprechende Therapie
(zum Beispiel Immunsuppression, Antidiabetika) [57].

Vor allem bei Kindern werden zudem Kortikosteroide und Cyclosporin A
erfolgreich eingesetzt [82]. Deren Wirkung liegt mutmalllich an einer
Stabilisierung der Podozyten. Eine spezielle Therapie, die gezielt am
podozytaren Pathomechanismus ansetzt, existiert aktuell jedoch noch nicht [83,
84].
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1.2.6 Modell der Doxorubicin-induzierten Nephropathie der

Maus
Anthrazykline rufen bei manchen Mausstammen und Ratten nach intravendser
Injektion ein experimentelles nephrotisches Syndrom hervor [85]. Anthrazykline
mit dieser Wirkung sind Doxorubicin, Puromycin und Daunorubicin [86]. Die
Pathophysiologie auf zellularer Ebene ist dabei vor allem durch Briiche des
Doppelstrangs der DNA und oxidative Schadigung gekennzeichnet [87]. Zu
beachten ist, dass C57BL/6-Mause resistent fur die nephrotoxische Wirkung von
Doxorubicin sind [88]. Sensitive Mausstamme sind dagegen Mause der 129/SvJ-
und der BALB/c-Linien. Es konnte gezeigt werden, dass sensitive Mausstamme
einen Einzelnukleotid-Polymorphismus im Prkdc-Gen aufweisen. Dieses Gen
kodiert die katalytische Untereinheit der DNA-abhangigen Proteinkinase (DNA-
PKc), ein Protein zur DNA-Reparatur bei Doppelstrangbrichen. Wahrend die
intakte Form dieses Proteins vor der Induktion der Nephropathie schutzt, sind
Tiere mit dem Einzelnukleotid-Polymorphismus C6418T sensitiv. Dies resultiert
in einer Podozytenschadigung und anschliellender nephrotischer Proteinurie,

Hypalbuminamie, Hyperlipoproteinamie sowie der Entwicklung einer FSGS [89].

Die Nephrotoxizitat von Doxorubicin aufdert sich durch mehrere glomerulare
Folgen [85]. Zum einen resultieren sowohl die Apoptose als auch die Ablosung
der Podozyten. Zum anderen wird Uber die podozytare Produktion des VEGF und
dessen endotheliale Bindung die Hyperpermeabilitat und Albuminurie gesteuert.
Die Zunahme der Extrazellularmatrix wird Gber Zytokine wie TGF-f in Verbindung
mit dem Mesangium vermittelt [85]. Gleichzeitig kann an den Endothelzellen eine
reduzierte Glykokalyx, die zur Aufrechterhaltung der endothelialen
Filtrationsbarriere notwendig ist, beobachtet werden [89, 90]. Langfristig kann bei
den Tieren im Doxorubicin-Modell histologisch eine glomerulare Sklerose, eine
interstitielle Fibrose sowie eine Tubulusatrophie beobachtet werden. Im
Gesamtbild entspricht die Doxorubicin-induzierte Nephropathie bei Mausen und

Ratten somit am ehesten einer FSGS [91].
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1.3 Ziel der Arbeit

Die aktuelle Datenlage widmet sich vermehrt der Bedeutung der Rolle von
Proteasen in der Pathophysiologie der zentralen Befunde des nephrotischen
Syndroms, den Odemen und der ausgepragten Proteinurie. Insbesondere Serin-
Proteasen wie p-KLK und Plg sowie die Proteasurie stehen dabei im Fokus. Sie
sind Bestandteil der Uberlegungen, dass nicht der onkotisch bedingte intravasale
Volumenmangel, sondern aberrant filtrierte Proteasen fir die charakteristischen
Odeme, durch die Aktivierung des ENaCs, verantwortlich sein kénnten (Overfill-
Theorie). AuBerdem finden sich Hinweise, dass das Plg-System bereits in der
Genese der Proteinurie, der glomeruldren und podozytaren Schadigung, eine

relevante Rolle spielt.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Bedeutung von p-KLK und Plg beim
Doxorubicin-induzierten nephrotischen Syndrom der Maus zu beleuchten. Hierzu
wurden Plg- und p-KLK-defiziente Mause herangezogen. Primar war dabei von
Interesse die Rollen der Proteasen bezuglich der Pathophysiologie der
Odementstehung zu untersuchen. Als weiteres Ziel sollte die Rolle von Plg im

Rahmen der glomerularen Schadigung betrachtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

In den folgenden Tabellen werden die verwendeten Gerate, Kits, Reagenzien

und Materialien, die in dieser Arbeit genutzt wurden, aufgelistet.

Tabelle 1: Gerate

Gerat

Hersteller

ABIMED VX 100

Labnet

ALT 100-4M Analysenwaage

KERN & Sohn GmbH

Biofuge 13

Haraeus Instruments

BioMate3 Spectrophotometer

Thermo Scientific

Centrifuge & Vortex CM-70M

neolLab Migge

ChemiDoc Touch Imaging System Bio-Rad
Drager Vapor® 2000 — Isoflurane Drager Medical GmbH
DUAL-TIMER C5080 TFA

Electrophoresis Power Supply EPS 601

Amersham pharmacia biotech

EIx800 Absorptionsreader

BioTek

Eppendorf Research® plus (0,1 pl - 2,5 ul) Pipette Eppendorf AG
Eppendorf Research® plus (0,5 pl - 10 ul) Pipette Eppendorf AG
Eppendorf Research® plus (10 pl - 100 ul) Pipette Eppendorf AG
Eppendorf Research® plus (100 ul - 1000 ul) Pipette Eppendorf AG
Eppendorf Research® plus (2 pl - 20 pl) Pipette Eppendorf AG
Eppendorf Research® plus (20 pl - 200 ul) Pipette Eppendorf AG
Eppendorf Research® pro (20 - 300) Multipette Eppendorf AG
Eppendorf Thermomixer comfort Eppendorf AG
Flammenphotometer EFUX 5057 Eppendorf AG

FORMA 900 SERIES

Thermo Scientific

HIBRIDIZATION OVEN/SHAKER

Amersham LIFE SCIENCCE

Mini Tans-Blot Cell

Bio-Rad

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad

Neo Accupette 3-9905 neolLab Migge
POLYMAX 2040 Heidolph
PowerPac Basic PowerSupply Bio-Rad
Precision SP-2400 SEIKO
SHAKER DOS-20S neolab
SPECTRAFIuor Absorptionsreader Tecan
Thermocycler Biometra® Biometra
TS-100 Thermo Shaker GKISKER

Vortex VF2

IKA-Labortechnik

VORTEX-GENIE 2

Scientific Industries
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Tabelle 2: Kits und Materialien flir Messungen

Kit/Material Hersteller

Amersham ECL Plex Markers, RPN 850 E GE Healthcare

Antiplasmin Loxo

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories GmbH
Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad

GoTaq G2 Hot Start Polymerase PROMEGA

GoTaq Green Master Mix, 2X PROMEGA

LT-SYS® Creatinin, mod. nach Jaffé, kinetisch,
ohne Enteiweillung

Labor + Technik EBERHARD
LEHMANN GmbH

Labor + Technik EBERHARD

LT-SYS® Harnstoff, UV, kinetisch LEHMANN GmbH

Marker Gelelektrophorese: peqGOLD 50bp DNA-Leiter peqlab

Mouse Plasminogen Total Antigen ELISA Kit Loxo Molecular Innovations

Nitrocellulose Blotting Membrane Amersham Protran 0,2 uM

GE Healthcare

PKSI-527

Santa Cruz Biotechnology

ReliaPrep gDNA Tissue Miniprep System Kit PROMEGA
S-2302, 25 mg Haemochrom
Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Hersteller
Ampuwa Fresenius
BD Micro-Fine Insulinspritzen Seidel Medipool
BRANDplates Strip Plate 12xF8 Brand

Cellstar Tubes 15 ml

Greiner bio-one

Doxorubicin Doxo-Cell 150 mg

Heyl Chem.-pharm.

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline Sigma-Aldrich
Ep Dualfilter T.I.P.S. steril 0,1-1000,1 Eppendorf
Ep T.I.P.S. Standard 50-1000 ul Eppendorf
Eppendorf Combitips plus 2,5 ml Eppendorf

Isofluran CP 1ml/ml

Cp-pharam Burgdorf

Isotonische Kochsalzlésung 100 ml

Fresenius

Lithium Stammlésung 500 mmol/l

biorapid

minicaps Kapillarpipetten Na-Hep 10 pl

Hirschmann

Mouse Plasminogen Purified

Molecular Innovations

Reaction tubes 1,5 ml

Greiner bio-one

Reaction tubes 2 ml

Sarstedt

Serum Standard

biorapid

Sterilium classic pure 500 mi

BODE Chemie GmbH

System Leerwertlésung

Biorapid GmbH

Urin Standard

Biorapid

UV-Kivetten 70 pl mikro,

Zentrumshohe 8,5 mm, Schichtdicke 1 cm

Brand
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Tabelle 4: Primer flr die Genotypisierung

Primer 5 — 3

KO3 CGC TGC TTA GGA TGG TAG GAG

KO4 GCT AGA CTA GTC TAG CTA GAG CGG
Neo2 gca cag ctg cgc aag gaa cgc ¢

Neo5 aag atg gat tgc acg cag gtt ctc

Pig1 tca gca ggg caa tgt cac gg

Plg2 ctc tct gtc tgce ctt cca tgg

WT1 CTT CCAGGT AGCTGCTTT CTACC
WT2 TCA CCC ACAACC TTC ACA GAA AGG

Tabelle 5: Materialien zur Tierhaltung

Material zur Tierhaltung Hersteller

Kafige Typ Il (L) Ehret GmbH
Leitungswasser Stadtwerke Tibingen
LIGNOCEL® Einstreu JRS

Rotes Kafighaus Ehret GmbH

Ssniff 9988 Standarddiat ssniff Spezialdiaten GmbH
Zellstoff

2.2 Methoden

2.2.1 Mausmodell und Tierhaltung

Plg- und p-KLK-defiziente Mause auf dem C57BL/6-Hintergrund wurden aus den
USA von den kooperierenden Wissenschaftlern Prof. Plow und Prof. Leener
importiert. Sie wurden dann Uber mindestens sechs Generationen auf den
Hintergrund 129S1/SvimJ zurlckgekreuzt, um die Doxorubicin-induzierte
Nephropathie auslosen zu kdnnen.

Die 129 S1/SvimJ-Mause wurden von Jackson Laboratories (USA) bezogen. Die
Haltung erfolgte in Kafigen bei festem Tag-Nacht-Rhythmus Uber jeweils
zwolf Stunden und einer Temperatur von 22 bis 24 °C. Trinkwasser und Nahrung

(ssniff) standen den Tieren jederzeit frei zur Verfligung.
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Die Plg-Knockout-Mause (Plg”-) zeigen multiple Auffalligkeiten und
Einschrankungen im Vergleich zu den Wildtypen (Plg**) und auch den
heterozygoten Geschwistertieren (Plg*-). So imponieren eine verzdgerte
Wundheilung, haufigere Rektalprolapse und eine schwere Thromboseneigung.
Auch bezlglich der Konstitution fallen ein signifikant schlechteres Gedeihen
sowie eine erhdhte Mortalitat auf [92, 93]. Trotz eingeschrankter Laktation sind
die Mause reproduktionsfahig [94]. Die p-KLK-Knockout-Mause (klkb1-) zeigen
hingegen keine konstitutionellen Auffalligkeiten gegeniber den Wildtypen
(klkb1+*). Sie sind zudem fertil und verhalten sich wie Wildtyp-Mause [95].

Die Arbeiten an den Mausen waren vom Regierungsprasidium unter den
Versuchsnummern M8/15 sowie M11/19G fur die Plg-defizienten Mause und
M11/15 flr p-KLK-defizienten Mause genehmigt worden. Fir die Durchfihrung
der Experimente an den Mausen lag eine Ausnahmegenehmigung fir meine

Person vor.

2.2.2 Studiendesign

Im Folgenden sind die unterschiedlichen Versuchsablaufe der Plg- und p-KLK-
defizienten Mause ausgeflihrt. Die in vorherigen Untersuchungen beobachtete
Schwelle, um von einer nephrotischen Proteinurie auszugehen, lag bei
120 mg/mg Kreatinin (Krea), welche an mindestens zwei Tagen innerhalb der
ersten zehn Tage post injectionem Uberschritten worden sein musste [96]. Zur
Objektivierung des Odemstatus diente das erhobene Gewicht. Zur Erkennung
einer UbermafRigen Belastung wurden die Tiere mittels festgelegtem Scoring-
System beurteilt und bei Vorliegen bestimmter Kriterien oder Uberschreiten eines
Punktewerts wurde das Experiment abgebrochen und die entsprechenden Tiere
euthanasiert. Die Totung der Mause wurde per zervikaler Dislokation unter

Isofluran-Narkose vorgenommen.

2.2.2.1 Plasma-Kallikrein-defiziente Mause
Es erfolgte eine retrobulbare Injektion von Doxorubicin unter Isofluran-Narkose
an Tag 0 (Mannchen: 7,25 ug/g Koérpergewicht (KG); Weibchen: 6,8 pg/g KG),

um ein nephrotisches Syndrom bei den p-KLK-defizienten Mausen zu induzieren.
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Es konnte gezeigt werden, dass die retrobulbare Injektion des Doxorubicins der
Schwanzveneninjektion zur Induktion des nephrotischen Syndroms Uberlegen ist
[97]. Die Mause wurden anschliellend zehn Tage lang beobachtet und dabei
taglich deren Gewicht, Fress- und Trinkmenge erhoben sowie deren Urin am
Morgen zwischen 8:00 und 9:00 Uhr per transabdomineller Blasenmassage
gewonnen. Im Urin wurden die Parameter Proteinurie, die Krea- und Na*-
Konzentration sowie die Aktivitat der Proteasen Plg und p-KLK bestimmt. Zudem
erfolgten Western Blots auf Plg und p-KLK aus Urin- und Plasma-Proben. Der
Ablauf ist in Abbildung 6 nochmals bildlich dargestellt.

Gewichts- und Urinkontrollen (Proteinurie,
Kreatinin, Natrium, Proteasen-Aktivitdt, Western
Blots Proteasen), Fress- und Trinkmenge

Injektion von Doxorubicin
Blutentnahme (Harnstoff)

!
| p-Klk-Knockout (klkb17")
Tage -2 -1 0 5 10

Abbildung 6: Ablauf der Studie zu p-KLK-defizienten Mausen

2.2.2.2 Plasminogen-defiziente Mause

Die Untersuchung der Plg-defizienten Mause beinhaltete vier unterschiedliche
Herangehensweisen. Die akute Phase, die Langzeitbeobachtung, maogliche
Einflussfaktoren zur Erhéhung der Proteinurie sowie erganzende histologische
Untersuchungen. Zunachst wurde die akute Phase nach Injektion von
Doxorubicin bezuglich Entstehung und Verlauf eines nephrotischen Syndroms
beobachtet. Daran schloss sich die Untersuchung der Auswirkungen auf den
Langzeitverlauf bezliglich der Uberlebensrate, Nierenfunktion und -histologie, an.
Um mogliche Einflussfaktoren auf die erhobenen Parameter zu untersuchen,
wurde Plg7-Mausen auRerdem murines Plg substituiert und die glomerularen
Auswirkungen betrachtet. Zudem erfolgte eine ndhere histologische Betrachtung
entnommener Nieren vor Einsetzen der Proteinurie beziehungsweise zeitnah

nach Injektion von Doxorubicin.
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2.2.2.2.1 Klinischer Verlauf: Akutphase und Langzeitbeobachtung

In Abbildung 7 ist der Studienverlauf zu den Plg-Mausen bezuglich der Akutphase
und der Langzeitphase dargestellt. Der Ablauf entsprach grundsatzlich dem der
p-KLK-Tiere. Nach Injektion des Doxorubicins erfolgte die Erfassung der
Parameter des nephrotischen Syndroms. Die zentralen Unterschiede waren,
dass bei den Plg-Tieren keine Proteasen-Aktivitatsmessungen erfolgten, dafir
aber quantitative Messungen des Plgs beziehungsweise des Plasmins. Initial
wurde dafur die Menge des PIgs im Blut und Urin bestimmt und im weiteren

Verlauf die Plasmin(-ogen)urie.

Blutentnahme (Harnstoff)
A Opferung und Organentnahme (PAS-

Injektion van Doxorubicin, —* l l I 1 J, Farbung) l
Blutentnahme (Harnstoff,
Plasminogen)
1 Plg-Knockout (Plg”")
Tage 2 -1 0 1 10 20 40 60 80
|
J"
‘\' |
Gewichts- und |
Urinkontrollen (Proteinurie,
Kreatinin, Natrium, Blutentnahme (Harnstoff)
Plasmin(ogen)urie) l

Langzeitverlauf
Plg-Knockout (Plg*) | nephrotischer

Tage 2-1 0 1 5 19 Mause (siehe
oben)

Abbildung 7: Ablauf der Studie zu Plg-defizienten Mausen

Nach zehn Tagen schloss sich der akuten Beobachtung die
Langzeitbeobachtung an. Eingeschlossen waren alle Plg**- und Plg*--Mause mit
nephrotischer Proteinurie. AuRerdem wurden alle Plg”-Tiere im Langzeitverlauf
beobachtet, die mindestens eine Proteinurie von 10 mg/mg Krea innerhalb der
ersten zehn Tagen nach Injektion von Doxorubicin entwickelt hatten. Betrachtet
wurden dabei das Gesamtuberleben und die Nierenfunktion anhand der Plasma-
Harnstoff-Konzentration, wozu an den Tagen 10, 15, 20, 30 und 40
Blutentnahmen erfolgten. Als Kontrollwert diente die am Kontrolltag bestimmte

Harnstoff-Konzentration. Die Tiere wurden dabei entweder aufgrund zu grofRer
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Einschrankungen (insbesondere Allgemeinzustand, Gewichtsverlust, Verhalten)
aus dem Versuch genommen und euthanasiert oder verstarben spontan. An Tag
80 wurden die Ubrigen Tiere getdtet und deren Nieren entnommen, um
anschlieBend per Periodic-Acid-Schiff-Farbung (PAS-Farbung) histologisch

beurteilt werden zu kdnnen.

2.2.2.2.2 Histologische Untersuchungen

Zur genaueren Untersuchung der glomerularen Ablaufe im Rahmen der
Doxorubicin-induzierten ~ Nephropathie  erfolgten  immunhistochemische
Farbungen und Untersuchungen mittels Immunfluoreszenz aus enthommenen
Nieren. Im Fokus lag dabei der Nachweis von Plg und Histon H2B. Die
immunhistochemischen Schnitte wurden jeweils vor Injektion sowie an diversen
Zeitpunkten nach Injektion angefertigt. AnschlieBend erfolgte die
Immunfluoreszenz bei Nieren von Mausen, denen acht Stunden zuvor

Doxorubicin verabreicht worden war.

2.2.2.2.3 Einfluss auf die Proteinurie

Um sowohl die Rolle von Plg bei der Entstehung einer Proteinurie
beziehungsweise der Schadigung der glomerularen Strukturen als auch mégliche
Auswirkungen auf die Odementstehung beim nephrotischen Syndrom
untersuchen zu konnen, wurde durch einen zuséatzlichen Versuchsaufbau
versucht, die Induzierbarkeit einer Proteinurie der Plg”--Mause zu beeinflussen.
Es erfolgte dazu die Substitution murinen PIgs, um zu untersuchen, ob ein
kurzfristiges Aufheben der Plg-Defizienz zu histologischen Auffalligkeiten fuhren
und damit die induzierte Proteinurie beeinflusst werden konnte. Die Mause
erhielten dabei an den ersten fuinf Tagen 250 ug murines Plg per intravendser
Injektion. Zum Nachweis einer mdglichen glomerularen Plg-Bindung wurden
immunhistochemische Farbungen acht Stunden nach Injektion des Doxorubicins
angefertigt.
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2.2.3 Probengewinnung

Das Gewebe zur Genotypisierung wurde bei der Markierung der Mause durch
Ohrlochung gewonnen. Die Ohrstanzen wurden direkt in ein Eppendorfgefal®
Ubertragen und konnten anschlieend im Rahmen der Genotypisierung

analysiert werden. Die Proben wurden bei 4 °C gelagert.

Um den Urin zu gewinnen, wurde eine transabdominelle Blasenmassage bei
gleichzeitiger Fixierung der Mause vorgenommen und die Miktion auf diese

Weise angeregt. Der gewonnene Urin wurde bei -20 °C gelagert.

Um Werte im Blutplasma zu bestimmen, wurde durch das Einflhren einer 10 pl-
Kapillare in den Retrobulbarraum Blut gewonnen. Anschlielend wurde das Blut
mit Lithium-Heparin gemischt und nach einer Zentrifugation das Blutplasma

abpipettiert. Die Lagerung geschah bei -20 °C.

Zur histologischen Untersuchung erfolgten zudem Nierenentnahmen. Die Mause
wurden dazu unter Isofluran-Narkose geopfert. AnschlieRend wurden die Nieren

transabdominell freiprapariert, explantiert und sofort bei -80 °C gelagert.

2.2.4 Genotypisierung

Die Genotypisierung gliedert sich in die drei Abschnitte Aufbereitung der
genomischen DNA  (gDNA), Polymerasekettenreaktion (PCR) und
Gelelektrophorese. Die PCR stellt dabei den einzigen Schritt dar, in dem sich die
Genotypisierung der Plg-defizienten von der der p-KLK-defizienten Mause

unterschieden hat [98].

2.2.4.1 Aufbereitung der genomischen DNA

Zur Genotypisierung musste zunachst die gDNA aus dem Ausgangsgewebe
gewonnen werden. Durch verschiedene Losungen wurden dabei zunachst die
Zellstrukturen lysiert, um die DNA aus den Zellen zu extrahieren. Anschliel3end

wurde dieses Lysat gewaschen und die gDNA daraus getrennt [98-100].

Die Praparation und Isolation der gDNA erfolgte mit dem ReliaPrep gDNA Tissue

Miniprep System Kit der Firma Promega.
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Durchfuhrung:

1. Dem Gewebe (Ohrstanzen) 50 pl Tail Lysis Buffer und 15 yl Proteinase K
zugeben und fur zehn Sekunden durch Vortexen mischen.

2. Ansatze flr zwei bis drei Stunden bei 56 °C und 1000 rpm in einem
Thermo Shaker inkubieren.

3. Vorbereitung der Aufreinigung: Dem Lysat 200 pl Binding Buffer
hinzugeben und fur zehn Sekunden durch Vortexen mischen.

4. Proben auf eine Saule Ubertragen und bei 13793g fur eine Minute
zentrifugieren, Durchfluss verwerfen.

5. Saulen mit jeweils 400 pl Column Wash Solution beladen und bei 13793¢g
zwei Minuten lang zentrifugieren, Schritt zwei Mal wiederholen.

6. Lésung gDNA aus Membran: Saule mit 150 ul nuklease-freiem Wasser

beladen und mit 13793g eine Minute lang zentrifugieren.

2.2.4.2 Polymerasekettenreaktion

Zur Amplifikation der gewonnenen gDNA wurde eine PCR durchgefuhrt. Dabei
wird die gDNA mit verschiedenen Komponenten, wie den zugehorigen Primern,
der DNA-Polymerase und Nukleosidtriphosphaten, gemischt. Anschliel3end wird
durch die Erhitzung der DNA deren Denaturierung erreicht, sodass sich die
Doppelstrangstruktur auflost und sich Primer sowie die Nukleosidtriphosphate an
den jeweiligen Einzelstrangen anlagern konnen, nachdem die Temperatur wieder
erniedrigt wurde. Durch die enzymatische Wirkung der DNA-Polymerase werden
diese Bestandteile verbunden und neue DNA-Doppelstrange sind entstanden.
Damit die DNA-Polymerase ihre Wirkung entfalten kann muss sich auch dafur
die Temperatur in einem bestimmten Bereich befinden. Durch die zyklische
Wiederholung dieser Vorgange beziehungsweise Temperaturanpassungen wird
der gewunschte DNA-Abschnitt, der nachgewiesen werden soll, exponentiell
vermehrt [101].
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Durchfuhrung PCR fur Plg:

1. Mastermix nach Tabelle 6 herstellen, indem die angegebenen Volumina
mit der Anzahl der bendtigten Ansatze, inklusive Kontrollen und
Leerprobe, multipliziert werden.

Mastermix zu je 10,5 ul in Eppendorfgefale (0,5 ml) aufteilen.
2 yl der jeweils zu genotypisierenden gDNA hinzupipettieren.
Fir die PCR-Reaktion Ansatze in einem Thermocycler platzieren.

Protokoll des Thermocycler wie in Tabelle 7 einstellen und starten.

o o ke N

Amplifizierte DNA bei -20 °C eingefrieren oder direkt auf ein Agarose-Gel

zur Gelelektrophorese aufgetragen.

Tabelle 6: Bestandteile Mastermix Plg

Bestandteil Volumen [ul]
5X GoTaqGreen Flexi Buffer 2,5
MgCl2[25 mM] 1,25
dNTP [2,5 mM] 1,00
Primer Pig1 [10 pM] 1,25
Primer Plg2 [10 pM] 1,25
Primer Neo2 [10 uM] 1,25
Primer Neo5 [10 uM] 1,25
GoTaq G2 Hot Start Polymerase [5U/ul] 0,2
Nuclease-freies Wasser 0,55

Tabelle 7: PCR-Protokoll Plg

Schritt Temperatur [°C] Dauer
Initiale Denaturierung 94 5 Minuten
c Denaturierung 94 30 Sekunden
S % Annealing 60 1 Minute
N Elongation 72 1 Minute
Aufflllreaktion 72 10 Minuten
Kihlen 4 72 Stunden
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Durchfihrung PCR fir p-KLK:

1. Mastermix nach Tabelle 8 herstellen, indem die angegebenen Volumina
mit der Anzahl der bendtigten Ansatze, inklusive Kontrollen und
Leerprobe, multipliziert werden.

Mastermix zu je 11,5 ul in Eppendorfgefale (0,5 ml) aufteilen.
1 ul der jeweils zu genotypisierenden gDNA hinzupipettieren.
Fir die PCR-Reaktion Ansatze in einem Thermocycler platzieren.

Protokoll des Thermocycler wie in Tabelle 9 einstellen und starten.

o o ke N

Amplifizierte DNA bei -20 °C eingefrieren oder direkt auf ein Agarose-Gel

zur Gelelektrophorese aufgetragen.

Tabelle 8: Bestandteile Mastermix p-KLK

Bestandteil Volumen [ul]
2X GoTaqGreen Master Mix 6,25
(inkl. 2,0mM MgClz, 200uM dNTP)

Primer WT1 [10uM] 1,25
Primer WT2 [10uM] 1,25
Primer KO3 [10uM] 1,25
Primer KO4 [10uM] 1,25
Nuklease-freies Wasser 0,25

Tabelle 9: PCR-Protokoll p-KLK

Schritt Temperatur [°C] Dauer
Initiale Denaturierung 94 4 Minuten
c Denaturierung 94 15 Sekunden
S -%, Annealing 60 30 Sekunden
N Elongation 72 40 Sekunden
Auffullreaktion 72 10 Minuten
Kihlen 4 72 Stunden

2.2.4.3 Gelelektrophorese

Um die PCR-Produkte aufzutrennen, folgte eine Gelelektrophorese. Die Molekiile
wandern durch Anlegen einer elektrischen Spannung durch das Gel. Dabei
bestimmen die PorengroRe des Gels und die Molekulladung wie weit die
Molekule wandern. Durch eine Farbelésung konnen die Molekule sichtbar

gemacht werden und so unter UV-Licht als Banden abgelesen werden [98].

25



Material und Methoden

Herstellung des Gels:

1.

4.

1,75 g Standardagarose in 100 ml Standardpuffer (1x TRIS-Acetat-EDTA)
I6sen, fur funf Minuten durch Rihren mischen.

Lésung wiegen und erhitzen, Gewichtsdifferenz des verdampften Wassers
durch erwarmtes, destilliertes Wasser wieder ausgleichen.

L6sung nach ungefahr zehnminitigem Abkuhlen in eine Kammer giel3en
und fur ungefahr 30 Minuten bei Raumtemperatur ausharten lassen.
Auffullen der Kammer mit Tris-Acetat-EDTA-Puffer Uber Gelniveau.

Durchfihrung:

1.

Proben aus der PCR, inklusive Kontrollen und Leerprobe, zu je 6 pl in die
Kammern des Gels pipettieren.

Marker aus 4ul ddH20, 1yl 6x Ladepuffer und 1ul (0,5ug) DNA-Leiter
herstellen.

Zur Kennzeichnung der verschiedenen Bandenlangen eine Kammer mit

6 pl Marker beladen.

4. Auftrennung durch eine ungefahr einstiindige Elektrophorese bei 120 V.

5. Gel danach oberhalb der Laufbanden abschneiden und ungefahr 20-30

Minuten in einer Farbelosung (15 ul GelRed 10 000x Stock Solution + 50
ml destilliertes Wasser) unter Schutteln inkubieren.

Auswertung des Gels unter UV-Licht.

-
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Abbildung 8: Reprasentative Bilder der Gelelektrophorese fiir p-KLK und Plg

A: Gelelektrophorese fiir p-KLK, wt (klkb1**), het: (klkb1*-), ko: (klkb17)
B: Gelelektrophorese fiir Plg: wt (Plg*-), het: (Plg*-), ko: (Plg*")
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Bei klkb1*+-Tieren erhielt man eine Bande bei 245 bp und bei kikb17-Tieren eine
Bande bei 391 bp, Proben heterozygoter Mause zeigten dementsprechend zwei
Banden (245 bp und 391 bp). Die heterozygoten Tiere wurden allerdings in dieser
Arbeit nicht genutzt.

Plg*--Mause zeigten je eine Bande bei 450 bp und 230 bp. Das Wildtyp-Allel lag
dabei bei 450 bp und das Allel der Knockout-Mause bei 230 bp.

2.2.5 Messungen
Im Folgenden werden die Messungen, die in dieser Arbeit durchgefihrt wurden,
bezuglich ihres theoretischen Hintergrundes und der praktischen Durchflihrung

aufgeflhrt.

2.2.5.1 Proteinurie nach Bradford

Die Proteinurie wurde photometrisch nach Bradford bestimmt. Dabei reagiert
Coomassie-Brilliant-Blau bei saurem pH mit Proteinen. Dadurch schlagt die
Farbe der Losung von braun zu blau um. Die daraus folgende
Extinktionsanderung dient anschlieBend zur Bestimmung der Proteinmenge
[102].

Durchfuhrung:

1. Herstellen der Bradford-Lésung durch Verdinnen des Protein Assay (Dye
Reagent Concentrate 450 ml) mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:5.

2. Befullen der Kuvetten mit 2 pl des zu untersuchenden Urins
beziehungsweise einer Leerprobe (Ampuwa).

3. 1 ml Bradford-Lésung in jede Kuvette pipettieren, Inkubation fir
zehn Minuten.

4. Messung der Absorption nach 10 bis 30 Minuten bei 595 nm. Direkte
Angabe der Proteinkonzentration durch das Photometer.

5. Bei Konzentrationen tber 10 mg/ml erfolgte eine Verdiinnung des Urins
im Verhaltnis 1:20 mit Ampuwa und eine Wiederholung der Messung.
AnschlieBend wurde die angegebene Konzentration mit dem

Verdinnungsfaktor multipliziert.
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6. Die Proteinkonzentration wurde abschlieRend durch die Krea-

Konzentration geteilt.

2.2.5.2 Kreatinin aus dem Urin

Bei alkalischem pH kann Pikrinsaure an Kreatinin binden und bildet damit einen
dunkelgelben Komplex. Die Intensitat dieses Komplexes kann photometrisch
bestimmt werden und lasst so einen Rickschluss auf die vorhandene Menge an

gebundenem Kreatinin zu [103].

Durchfuhrung:

1. Messlosung aus 625 pl Pikrinsaure 8,7 mM, 2,5 ml NaOH (400 mM) und
1875 ul Ampuwa herstellen.

2. Verdunnung des zu messenden Urins im Verhaltnis 1:20 mit Ampuwa.

3. Kivetten mit jeweils 10 ul des verdinnten Urins beflllen, sowie je zwei
Klvetten mit Ampuwa (Leerwert) beziehungsweise Standardlésung (Krea
2 mg/dl).

4. Kavetten mit 200 pl der Messldsung beflllen und Ausgangsextinktion nach
zehn Sekunden (t0) bei 492 nm im Photometer messen.

5. Acht Minuten (t8) nach Ausgangsmessung Extinktion nochmal messen.

Die Urin-Kreatinin-Konzentration wird anschlie®end anhand folgender Formel

ermittelt:

mgy AEprope = AELcerwert

dl - AE_S‘tandard - AELeerwert

CKrea[ X Cstandard X DF

Mit AE = Differenz der Extinktion zum Zeitpunkt t8 und tO0,

DF = Verdinnungsverhaltnis

2.2.5.3 Harnstoff aus dem Plasma

Die Bestimmung des Harnstoffs aus dem Plasma erfolgte photometrisch auf
Grundlage der Extinktionsabschwachung durch NAD*. Dessen Konzentration
steigt bei erhohter Harnstoff-Konzentration durch eine Reaktionskette, die
mithilfe der Enzyme Urease und Glutamatdehydrogenase (GLDH) wie folgend
ablauft [104]:

28



Material und Methoden

Urease
Harnstoff + 2 H,0 —— 2 HCO3 + 2 NHf

GLDH
NH} + a — Ketoglutarat + NADH — L — Glutamat + H,0 + NAD*

Durchfihrung:

1. Herstellen der Messlosung durch Losung der Enzyme (Lypholisierte
Urease und GLDH) in 16 ml Puffer (TRIS-HCI-Puffer (pH 7,8) 100 mM,
Ketoglutarat 6 mM, NADH 0,2 mM, ADP 2 mM, EDTA 4 mM,
Stabilisatoren).

2. Kuvetten mit jeweils 3 pl Plasma beflllen, sowie je zwei Kuvetten mit
Ampuwa (Leerwert) und Standardlésung (Harnstoff-Konzentration
40 mg/dl).

3. Kivetten mit 300 pl Messlosung befullen und Ausgangsextinktion nach
zehn Sekunden (t0) bei 340 nm im Photometer messen.

4. Acht Minuten (t8) nach Ausgangsmessung Extinktion nochmal messen.

5. Der Messbereich liegt bei 2 mg/dl bis 300 mg/dl. Bei Werten Uber 300
mg/dl erfolgte eine Verdinnung des Plasmas mit Ampuwa im Verhaltnis
1:10 und eine Wiederholung der Messung. AnschlieRend wurde die

angegebene Konzentration mit dem Verdlnnungsfaktor multipliziert.
Ermittlung des Plasma-Harnstoff-Gehalts anhand folgender Formel:

AEProbe - AELeerwert

mg
CHarnstoff [W X Cstandard X DF

AEStomdard - AELeerwert

Mit AE = Differenz der Extinktion zum Zeitpunkt t8 und t0,

DF = Verdiinnungsverhaltnis

2.2.5.4 Elektrolyte aus dem Urin

Zur Messung der Elektrolyte Na*, K* und Calcium (Ca?*) aus dem Urin wurde ein
Flammenphotometer genutzt. Dabei wird die Probe mithilfe von Druckluft
zerstaubt und anschlieRend verbrannt. Die Farbe und Farbintensitat der Flamme
wird mit der Referenzflamme der Lithium-Verbrennung verglichen, sodass die

jeweilige lonen-Konzentration angegeben werden kann [105, 106].
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Durchfuhrung:
1. Urinproben durch Vortexen fur zwei Sekunden mischen.
2. Proben in Haltevorrichtung des Flammenphotometers platzieren.
3. Einstellung des Photometers: Messung von ,Urin“ und Probenanzahl.
4. Proben oberhalb der Grenzwerte wurden im Verhaltnis 1:20 verdinnt und
nochmals gemessen.
5. AbschlieBend Quotient aus Elektrolytkonzentration zu Krea-

Konzentration.

Die Messbereiche lagen bei Konzentrationen von Na*: 10-300 mmol/l,
K*: 5-200 mmol/l und Ca?*: 0,5-20 mmol/l.

2.2.5.5 Plasminogen-Konzentration aus Plasma und Urin mittels ELISA

Zur Bestimmung der Plg-Konzentration im Urin und im Plasma wurde ein nicht-
kompetitiver Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) eingesetzt. Ein
ELISA ist dadurch gekennzeichnet, dass Antikorper, in diesem Fall Anti-Maus-
Plg-Antikorper, auf einer Mikrotiterplatte fixiert sind, an die das Antigen (PIg)
bindet. AnschlieRend wird bei einem nicht-kompetitiven ELISA ein weiterer
Antikorper (Sekundar-Antikdrper) hinzugegeben, der an den Komplex aus
Antigen und fixiertem Antikorper bindet. An diesen Sekundar-Antikdrper ist ein
Enzym gekoppelt, welches das Substrat Tetramethylbezidine (TMB) umsetzt und
so einen Farbumschlag hervorruft. Dieser Farbumschlag ist proportional zur
Menge des gebundenen Antigens. Ein kompetitiver ELISA hingegen funktioniert
uber die Konkurrenz des zu untersuchenden Analyts mit einem Enzym-
konjungierten Stoff, der ebenfalls an die fixierten Antikérper binden kann. Je
héher die Konzentration des zu untersuchenden Stoffes zum konkurrierenden
Stoff ist, desto geringer fallt somit die enzymatisch katalysierte Reaktion

beziehungsweise die Extinktionsanderung aus [107].

Mit dem nicht-kompetitiven ELISA der Firma Loxo Molecular Innovations konnten
sowohl Plg als auch Plasmin und Plasmin-Antiplasmin-Komplexe nachgewiesen
werden. FUr die Primarantikérper wurden Anti-Maus-Plg-Antikorper des
Kaninchens und fur die Sekundarantikorper Anti-Kaninchen-Antikorper mit
Meerrettichperoxidase-Konjugation verwendet.
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Vorbereitung:

1.

Herstellung Blockpuffer: Mischen der Trisgepufferten Saline (TBS) (0,1 M
TRIS, 0,15 M NaCl, pH 7,4) mit 3% Bovines Serumalbumin (BSA).
Herstellung Standardreihe: Maus-Plg in 1 ml Blockpuffer Iésen.
Verdinnen dieser Ausgangsldsung (Plg-Konzentration von 500 ng/ml) mit
Blockpuffer fur die gewunschten Konzentrationen der Standardreihe.
Herstellung Waschpuffer: Verdiunnen des 10 x Waschpuffers mit Aqua
dest. im Verhaltnis 1:10.

Herstellung Primarantikdrper: Antikérper in 10 ml Blockpuffer I6sen.

5. Herstellung Sekundarantikorper: 2 pl des Antikorpers mit 10 ml

Blockpuffer mischen.

6. Praparation Urin: Mischen mit Blockpuffer im Verhaltnis 1:50 far die
Kontrollprobe und im Verhaltnis 1:1000 bis 1:100000 im Urin, je nach
angenommener beziehungsweise gemessener Plg-Konzentration. Bei
Messwerten aulderhalb des Referenzbereichs (0,49 ng/ml bis 500 ng/ml)
erfolgte eine Anpassung der Verdiinnung und eine erneute Messung.

7. Praparation Plasma: Mischen mit Blockpuffer im Verhaltnis 1:50000.

Durchfihrung:

1. Wells mit jeweils 100 pl aller Standards, Kontrollen, Ampuwa (Leerwert)
und Proben (Urin oder Plasma) befillen.

2. Inkubation fir 30 Minuten bei Raumtemperatur durch Schitteln bei
300 rpm.

3. Waschen der Wells durch 300 yl Waschpuffer, zweimalige Wiederholung.

4. Wells mit jeweils 100 pl des Primarantikérpers befillen.

5. Wiederholung Schritt 2 und Schritt 3.

6. Wells mit jeweils 100 pyl Sekundarantikorper befillen.

7. Wiederholung Schritt 2 und Schritt 3.

8. Wells mit jeweils 100 yl TMB-Substrat befullen.

9. Schitteln der Platte fur ungefahr eine Minute. Sobald die Proben eine

blaue Farbung annehmen, entsprechend der der Standardproben, Wells
mit jeweils 50 pl Stop-Lésung (1 M HCI) beflllen. Anschliel3end
Farbumschlag von Blau zu Gelb.
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10.Messung der Extinktion bei 405 nm. Ermittlung der Plasmin(ogen)-
Konzentration auf Basis der Standardreihe (Abbildung 9).

11.Der Messbereich liegt bei maximal 500 ng/ml, sodass bei Werten Uber
dieser Grenze eine Verdunnung der Probe und eine erneute Messung
erfolgte.

12. Abschlief3end Quotient aus Plg-Konzentration und Krea-Konzentration fur

die Urin-Proben. Die Plg-Konzentration im Blut wurde nicht normiert.

n
Lo =
- N = (o)) oo N

0D 450 nm nach 2 Minutel
o o o o
N > 0o

o

0 100 200 300 400 500
Maus Plg [ng/ml]

Abbildung 9: Beispielhafte Standardkurve des Plg-ELISAs

2.2.5.6 Proteasen-Aktivitat im Urin

Zur Messung der Protease-Aktivitat im Urin wurde den Urinproben das Peptid-
Substrat S-2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNA x 2 HCI) von Haemochrom zugegeben,
welches sowohl von Plasmin als auch von p-KLK enzymatisch umgewandelt
werden kann. Durch Gabe der Inhibitoren Antiplasmin fur Plg und PKSI-527 fur
Kallikrein kann schrittweise die Aktivitat der jeweiligen Protease inhibiert werden.
Die Differenz der photometrisch gemessenen Urinaktivitat nach Hinzugabe der
Inhibitoren spiegelt dabei den jeweiligen Einfluss der Protease auf die
Gesamtaktivitat wider [108]. Um einen mdglichen Einfluss der Plasminaktivitat
auszuschliefen und zu hemmen, musste vor Gabe des PKSI-527 zunachst

Antiplasmin gegeben werden, um die p-KLK-Aktivitat sichtbar zu machen.
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Durchfuhrung:
1. Zu PKSI-527 1 ml PBS dazugeben (Endkonzentration 15 pg/ml).
Zu Antiplasmin 200pl PBS hinzugeben (Endkonzentration 20 pg/ml).
11 pyl Ampuwa (Leerwert) in ein Well pipettieren.
Urinproben nach Schema in Tabelle 10 pipettieren.
50 pl Substrat (Chromogenix S-2302 2 mM) in jedes Well hinzugeben.

Inkubation fiir 60 Minuten.

o > 0N

6. Aktivitat/Extinktion photometrisch bei 405 nm messen. Differenzen
zwischen Gesamtaktivitat und der Aktvitat der Wells mit den jeweils
inhibierten Proteasen ergeben die jeweilige Proteasen-Aktivitat.
Zusatzlich Abzug der Aktivitat des Leerwerts. AbschlieRend Quotient des

Messwertes zur Krea-Konzentration der Probe bilden.

Tabelle 10: Pipettierschema Plasmin- und p-KLK-Aktivitat fir jeweils eine Urinprobe

Pipettierabfolge Bedeutung
5 pl Urin + 6 yl Ampuwa Gesamtaktivitat
5 pl Urin + 3 yl Ampuwa + 3 pl Antiplasmin Plasminaktivitat

5 ul Urin + 3 yl Antiplasmin + 3 pl PKSI-527 Kallikreinaktivitat

2.2.5.7 Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen [109]. Im ersten
Schritt werden die Proteine der zu untersuchende Probe per Gelelektrophorese
aufgetrennt. Das Blotting stellt den nachsten Schritt dar, bei dem die Proteine
durch ein elektrisches Feld, das senkrecht zum Gel steht, auf eine
Tragermembran Ubertragen werden. AnschlieBend werden die freien
Bindungsstellen der Membran geblockt und die Membran zuerst mit Primar- und
danach mit Sekundar-Antikdrpern, die an die Primar-Antikorper binden, inkubiert.
Die = Sekundar-Antikbrper waren in diesem Western Blot mit
Meerrettichperoxidase konjugiert (ab6741, abcam). Durch diese Konjugation
kann nach Zugabe eines Substrats per Chemoluminiszenz auf einem ChemiDoc

System ein Bild erstellt werden. Weitere Methoden zur Darstellung der
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Proteinbanden sind beispielsweise infrarot- oder radioaktiv-markierte Sekundar-

Antikorper.

Als Primar-Antikorper fur p-KLK kam ein Ziegen-Anti-Maus-Antikorper zum
Einsatz, der sowohl gespaltenes als auch ungespaltenes p-KLK erkennt
(AF2498, R&D Systems). Der Primar-Antikdrper fur Plg reagierte mit der
schweren Kette des Plgs und detektierte daher das Plg-Zymogen und die
schwere Kette selbst (ab154560, abcam).

SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese:
1. Giellen eines 7,5 % SDS-Polyacrylamid-Gels.
2. Probenin Taschen fullen: p-KLK: 20 pg Plasma bzw. 30 ug Urin pro Probe.
Plg: 30 pg Urin pro Probe.
3. Volumen Proteinmarker und leerer Taschen mit 1x-Laemmli-Puffer auf
Volumen der Proben angleichen.

4. Beginn der Elektrophorese fur 60 Minuten bei einer Spannung von 100 V.

Blotting:

1. Zuschneiden der Nitrocellulose-Transfermembran und Blottingpapier.

2. Schichtung auf schwarzer Transferplatte nach Trankung in im
Klhlschrank vorgekuhltem 1x-Transferpuffer, in folgender Reihenfolge:
Schwamm, Blottingpapier, Gel, Transfermembran (Nitrocellulose),
Blottingpapier, Schwamm.

3. Flllung mit Transferpuffer.

4. Start Transfer bei 100 V bei Raumtemperatur und fir 60 Minuten.

5. Gelrand und Leiterbanden markieren.

Blocking:
Membran in 5 % BSA fir 60 Minuten inkubieren. AnschlieRend Abwaschen und
Waschen in TBS-Tween fur 5 Minuten.
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Antikorper-Behandlung:

1. 10 ml der Primar-Antikdrper-Losung auf Membran geben. Inkubation Gber
Nacht bei 4 °C bei leichtem Schwenken.

2. Waschen: Drei Mal fir zehn Minuten unter kraftigem Schutteln mit TBS-
Tween.

3. 10 ml der Sekundar-Antikorper-Losung auf Membran geben.

4. Inkubation: 1 Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken

5. Waschen: Drei Mal fur zehn Minuten unter kraftigem Schutteln mit TBS-

Tween.

ChemiDoc-Entwicklung:

1. Jede Membran mit 1-1,5 ml ECL-Substrat-Lésung komplett bedecken,
Inkubation far funf Minuten.

2. Aufnahme der ECL-bedeckten Membran.

3. Foto jeder Membran, um sichtbare Leitermarkierungen Uber spateres Bild
legen zu kdnnen.

4. Auswertung und Export durch ImagelLab Touch Software (Bio-Rad,
Hercules, USA).

2.2.6 Histologie

Die gewonnenen Nieren wurden vom Pathologischen Institut Tubingen fir die
histologische Auswertung aufbereitet. Es wurden drei unterschiedliche
Farbungen vorgenommen. Um die glomerularen Auswirkungen im
Langzeitverlauf zu untersuchen erfolgte eine PAS-Farbung der Nieren, in der
beispielweise maogliche Sklerosierungen dargestellt werden konnen. In der
akuten Phase des nephrotischen Schadens, also innerhalb der ersten Stunden
nach Injektion von Doxorubicin, wurden immunhistochemische Untersuchungen,
inklusive Immunfluoreszenz, vorgenommen. Die Nieren wurden dafir in Formalin
fixiert und in Paraffin eingelegt. Anschlie’end wurden diese Proben in 3-5 pm

grolde Stlcke geschnitten und gefarbt.
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2.2.6.1 PAS-Farbung

Zur Untersuchung der Auswirkungen der Doxorubicin-Gabe auf die Nieren-
beziehungsweise Glomeruli-Architektur und -Morphologie erfolgte die
histologische Aufbereitung. Die Tiere wurden dafir an Tag 80 geopfert, die
Nieren wie beschrieben prapariert und anschlieRend per PAS-Reagenz gefarbt.
Dabei werden Polysaccharide wie Glykogen, Glykolipide oder Glykoproteine
angefarbt [110, 111].

2.2.6.2 Immunhistochemie

Es wurden Nieren vor Injektion von Doxorubicin sowie acht und 48 Stunden nach
Injektion untersucht, um eine maogliche Plg-Anreicherung darzustellen. Fir die
Darstellung des Rezeptors Histon H2B erfolgten die Farbungen zusatzlich nach
24, 72 und 96 Stunden. Zur immunhistochemischen Farbung wurden die
Antikorper fur Plg- beziehungsweise Histon H2B verwendet, die in Tabelle 11
aufgefiihrt sind. Die Verdinnungen lagen in diesem Fall allerdings bei 1:100 fur
den Plg-Antikdrper und bei 1:50 fur den Antikorper gegen Histon H2B. Die
Farbung wurde durch einen Farbeautomat durchgefihrt. Die Bilder wurden mit
dem Mikroskop Axioskop 2 plus Zeiss mit Jenoptik ProgRes C10 plus erstellt. Die
abschlieRende Bildbearbeitung geschah mit Adobe Photoshop CS6.

2.2.6.3 Immunfluoreszenz

Zur Immunfluoreszenz wurden die Proben zunachst entparaffiniert und fur
ungefahr zwei Minuten mit Citratpuffer unter Erhitzen in einem Dampfkochtopf
demaskiert. AnschlieBend wurden die Proben abgekihlt und mit TBS
beziehungsweise TBS/BSA/Tween gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die
Schnitte per Eselserum (1:20 mit TBS) geblockt und mit den in Tabelle 11
aufgefuihrten Antikorpern inkubiert. Diese Antikdrper sollten an Plg, Histon H2B,
CD31 als Marker fiir das Endothel und an Podocin als Marker fiir die Podozyten
binden. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit den in Tabelle 12 aufgefihrten
Antikdrpern zur Visualisierung der zuvor gebundenen Antikorper. Die Zellkerne
wurden per 4'6-diamidino-2-Pehnylindol  (Verdunnung  1:10000 mit
TBS/BSA/Tween, Sigma-Aldrich) gefarbt. Die Erstellung der Bilder geschah
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mithilfe des Zeiss LSM 800 Immunfluoreszenz-Mikroskops und der Software ZEN
2.3.

Tabelle 11: Immunfluoreszenz Primarantikorper

Antikérper Wirtstier Hersteller - Seriennummer Verdiinnung
(TBS/BSA/Tween)

Plasminogen Hase (polyklonal) Abcam - ab1544560 1:200

CD31 Ratte (monoklonal) Dianova - DIA-310 1:25

Histon H2B Maus (monoklonal) E.F.P. 1:100

Podocin Ziege (polyklonal) Abcam - ab177242 1:50

Tabelle 12: Immunfluoreszenz Sekundarantikérper

Antikorper (1:2 vorverdiinnt) (TBVSe/Ig:ISURIr]va:/]gen)
Cy3-donkey anti-rabbit serum (Dianova) 1:250
Alexa Fluor 647-donkey anti-rat serum (Dianova) 1:250
Alexa Fluor 488-donkey anti-mouse serum (Dianova) 1:250
Alexa Fluor 488-donkey anti-goat serum (Dianova) 1:250

2.2.7 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden mithilfe von Microsoft Office Excel und
GraphPad Prism 8 statistisch ausgewertet. Alle Daten wurden dabei zunachst
mithilfe der folgenden Tests auf eine Normalverteilung gepruft: Kolmogorov-
Smirnoff-Test, D’Agostino-Pearson-Test, Pearson-Omnibus-Test und den
Shapiro-Wilk-Test. Sobald einer dieser Tests keine Normalverteilung anzeigte,
wurden die Daten als nicht normalverteilt behandelt. Die Varianzanalyse flr
normalverteilte Daten wurde anschlielRend per one-way-ANOVA durchgefuhrt,
fir nicht-normalverteilte Daten per Kruskal-Wallis-Test. Bei Normalverteilung
erfolgte die Signifikanzanalyse per Dunnett-Bonferroni-, Tuckey-Posttest- oder
Student’s-t-Test, bei fehlender Normalverteilung per Dunn-Posttest. Bei Kaplan-

Maier-Kurven erfolgte ein Log rank (Mantel Cox) Test zur Signifikanzanalyse.

Die ermittelten Werte werden als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) angegeben. Ab einem p-Wert < 0,05 wurde das jeweilige

Ergebnis als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Plasma-Kallikrein-defiziente Mause

3.1.1 Verlauf des experimentellen nephrotischen Syndroms
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Abbildung 10: Fress- und Trinkmengen p-KLK-defizienter Mause, publiziert in [112]

Dargestellt sind folgende Parameter als Mittelwert + SEM: Fressmenge (A) und Trinkmenge (B)
im Verlauf in der Einheit g/g KG in 24 Stunden.

*: p < 0,05 gegenlber klkb1**

Bezlglich der taglichen und auf das KG normierten Fress- und Trinkmengen,
dargestellt in Abbildung 10, zeigten beide Gruppen einen zweiphasigen Verlauf.
An den ersten Tagen nach Injektion von Doxorubicin sanken beide Parameter.
Im Anschluss stiegen die Werte und lagen meist auf oder tber dem Kontrollwert.
Die Fressmenge der klkb1**-Mause fiel am ersten Tag nach der Doxorubicin-
Injektion von 0,1 £ 0,01 g/g KG auf das Minimum von 0,08 £ 0,01 g/g KG ab, was
einer Reduktion von 20 % entspricht. Ab Tag 5 frallen die Tiere, abgesehen von
Tag 8, mehr als am Kontrolltag, das Maximum lag an Tag 10 bei
0,13+ 0,01 g/g KG. Dies entspricht einer Zunahme von ungefahr 30 %
gegenlber dem Kontrolltag. Die klkb1/-Mause fraBen an den Tagen 2 und 3
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signifikant weniger als klkb1*+-Tiere, den geringsten Wert verzeichneten sie aber
wie auch die klkb1**-Mause an Tag 1 bei 0,06 £ 0,01 g/g KG (Abnahme um
25 %). Auch deren Fressmenge nahm ab Tag 5 deutlich zu und befand sich stets
uber dem Kontrollwert. Das Maximum lag an Tag 5 bei 0,12 £ 0,01 g/g KG
(50% Zunahme gegeniliber dem Kontrollwert), wahrend die klkb1/-Tiere an Tag

8 signifikant mehr als die klkb1**-Tiere fral3en.

Bezuglich der Trinkmenge ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Der
Verlauf verhielt sich analog zur Fressmenge. Beide Gruppen tranken zunachst
weniger als vor der Doxorubicin-Injektion. Die Minima lagen bei
0,15 £ 0,02 g/g KG (klkb1*/*) beziehungsweise 0,13 = 0,01 g/g KG (klkb17), was
75 % (klkb1*"*) beziehungsweise 68 % (klkb17-) des Ausgangswertes entspricht.
Die erste Zunahme Uber den Ausgangswert erreichten beide an Tag 6, maximal
tranken die klkb1**-Mause 0,25 + 0,02 g/g KG (125 % des Kontrollwertes) und
die klkb1/-Mause 0,22 + 0,03 g/g KG (115 % des Kontrollwertes).
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Abbildung 11: Verlauf des experimentellen nephrotischen Syndroms bei p-KLK-defizienten
Mausen, publiziert in [112]

Dargestellt sind folgende Parameter als Mittelwert + SEM: Proteinurie (nach Bradford) in der
Einheit mg/mg Krea (A), Na*-Ausscheidung im Urin im Verlauf sowie die minimale Na*-
Ausscheidung in der Einheit pmol/mg Krea (B), Gewichtsdifferenz zum Ausgangsgewicht im
Verlauf sowie die Differenz des niedrigsten und héchsten Gewichtes in % (C).

#: p < 0,05 gegentiber Kontrollwert an Tag 0

Beide Genotypen zeigten den gleichen Verlauf bezlglich der erhobenen
Parameter (siehe Abbildung 11) und unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt
signifikant voneinander. Wahrend vor der Injektion von Doxorubicin nahezu keine
Proteinurie messbar war, hatten sowohl klkb1++- als auch klkb17--Mause an Tag
5 eine signifikant erhohte Proteinurie von 68 + 10 mg/mg Krea (klkb1**)

beziehungsweise 80 + 15 mg/mg Krea (klkb1+) entwickelt. Bis Tag 10 erreichten
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beide Gruppen ihre jeweils maximale Proteinurie mit 142 + 7 mg/mg Krea
(klkb1**) beziehungsweise 195 + 21 mg/mg Krea (klkb17).

Die Na*-Ausscheidung im Urin war an den Tagen 6 bis 8 bei beiden Genotypen
signifikant gegenltiber dem Ausgangswert von 210 £ 54 ymol/mg Krea (klkb1+*)
beziehungsweise 226 + 26 umol/mg Krea (klkb 1) erniedrigt und bei Minima von
5 + 1 ymol/mg Krea (klkb1+*) beziehungsweise 4 + 1 ymol/mg Krea (klkb1--) ab
ungefahr Tag 6 bis Tag 8 nahezu nicht mehr vorhanden. Ab Tag 9 stieg die Na*-

Ausscheidung wieder und es lag keine signifikante Suppression mehr vor.

Nachdem sowohl klkb1*+- als auch die klkb1/-Mause bis Tag 3 3,8 £ 1,1 %
(klkb1**) beziehungsweise 5,0 = 1,0 % (klkb17) ihres Ausgangsgewichtes
verloren hatten, nahmen sie daraufhin kontinuierlich wieder zu. Ab Tag 8 hatten
beide eine signifikante Gewichtszunahme zu Tag 0 entwickelt. Beide Gruppen
erreichten ihr Maximalgewicht an Tag 10, welches jeweils einem Anstieg von
16,4 + 2,6 % (klkb1**) beziehungsweise 15,2 + 2,4 % (klkb17) gegenliber dem
Ausgangsgewicht entsprach. Die Differenz zwischen minimalem und maximalem
Gewicht lag bei den klkb17--Mausen bei 22,5 = 1,7 % und bei den klkb1+-
Mausen bei 18,8 £ 1,8 %. Die Gewichtsamplituden der beiden Genotypen

unterschieden sich nicht signifikant.
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3.1.2 Protease-Aktivitat im Urin
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Abbildung 12: Verlauf der p-KLK-Aktivitat im Urin nephrotischer Mause und Nachweis von p-KLK
in Plasma und Urin gesunder und nephrotischer klkb1+**- und klkb17--Mause im Western Blot,
publiziert in [112]

Dargestellt sind folgende Parameter und Messungen:

P-KLK-Aktivitat im Urin Gber zehn Tage als Mittelwert £ SEM (A).

Western Blot fur p-KLK im Urin und Blut gesunder und nephrotischer Mause (B): Eine Spalte steht
fur eine Plasma- oder Urinprobe des jeweiligen Tieres an Tag 8. Auf der H6he von ungefahr 82
kDa Nachweis des p-KLK-Zymogens, auf der Héhe von ungefahr 64 kDa Nachweis der schweren
Kette des p-KLKs, auf der Héhe von ungefahr 30 kDa Nachweis der leichten Kette des p-KLKs,
auf der Héhe von ungefahr 69 kDa am ehesten Nachweis von Albumin. Zwischen diesen
Bandenhéhen Nachweis multipler Spaltprodukte des p-KLKs. Herstellung des Western Blots
durch Matthias Worn.

#: p < 0,05 gegenuber Tag 0 beziehungsweise vor Injektion von Doxorubicin
*: p < 0,05 gegenlber klikb1**
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Die p-KLK-Aktivitat gegen das Substrat S-2302, dargestellt in Abbildung 12A,
unterschied sich im Urin der klkb1**- und klkb1-Mause am Kontrolltag nicht
signifikant und lag bei 0,08 + 0,03 OD (klkb1**) beziehungsweise 0,06 + 0,01 OD
(klkb17-). Die klkb1**-Mause entwickelten im Verlauf eine steigende p-KLK-
Aktivitat. An Tag 10, an dem mit 0,28 + 0,06 OD das Maximum erreicht wurde,
war die p-KLK-Aktivitat um das ungefahr 3,5-fache des Kontrollwertes erhéht und
damit signifikant angestiegen. Die klkb1-/-Mause hielten sich dagegen ungefahr
auf dem Ausgangsniveau, mit leicht sinkender Tendenz, und es konnte an den
Tagen 8 und 10 eine signifikant niedrigere p-KLK-Aktivitat als im Urin der klkb1+/*-

Mause festgestellt werden.

Im Western Blot des Urins und des Plasmas der gesunden klkb1**-Mause konnte
vor allem im Plasma das p-KLK-Zymogen mit einer Grof3e von etwa 82 kDa
deutlich nachgewiesen werden, wahrend sich im Urin eine schwachere Bande
des Zymogens darstellte (Abbildung 12B). Im Urin der nephrotischen klkb1+/+-
Mause zeigten sich mehrere Banden und Spaltprodukte zwischen 30 und 82 kDa.
Darunter befanden sich bei 30 kDa und 52 kDa die leichte sowie die schwere
Kette des p-KLKs, die in samtlichen weiteren Proben nicht oder nur sehr schwach
sichtbar waren. Auflerdem konnte im nephrotischen Zustand das p-KLK-
Zymogen bei 82 kDa im Urin detektiert werden, wahrend diese Bande im Plasma
der nephrotischen klkb1+*-Mause deutlich schwéacher als im gesunden Zustand
war. Allgemein zeigte sich eine Abnahme der Bandenanzahl und -intensitat im
Plasma beim Vergleich des gesunden zum nephrotischen Zustand. In den
Proben der klkb1/-Mause konnten keine spezifischen Banden fiir p-KLK
nachgewiesen werden. Im Plasma gesunder klkb1/-Mause zeigten sich, wie im
Plasma der gesunden klkb1**-Mause, mehrere unspezifische Banden, wie auf
der Hohe von etwa 69 kDa mutmalflich Albumin. Im nephrotischen Zustand hatte
sich sowohl die Anzahl als auch die Intensitat der Banden im Plasma gegenuber
dem gesunden Zustand verringert. Im Urin zeigte sich ein ahnliches Bild, es
konnten keine p-KLK-spezifischen Banden dargestellt werden. Die schwachen,
unspezifischen Banden, die zu sehen waren, verhielten sich invers zum Plasma,

sodass diese im nephrotischen Zustand prominenter waren als im gesunden.

43



Ergebnisse

>

Plasminaktivitdt im Urin [OD]

-0.5-

0 2 4 6 8 10

Zeit [d]
= Kkb1"* (n=1-8) = klkb1” (n=1-6)
B
kDa
115 - Plg
SN SN S5 SN SN SNl S wsae <+ Plg-Zymogen
ne n BE pm S bon
82 -
»o h - . # »wm «—schwere Kette Plg
Klkb1* kikb1"

Abbildung 13: Verlauf der Plasminaktivitat im Urin nephrotischer Mduse und Nachweis von Plg
im Urin nephrotischer Mause im Western Blot, publiziert in [112]

Dargestellt sind folgende Parameter und Messungen:
Plasminaktivitat im Urin Uber zehn Tage als Mittelwert + SEM (A).

Western Blot fiir Plg im Urin nephrotischer klkb1+*- und klkb17-Mause Eine Spalte steht fiir eine
Urinprobe des jeweiligen Tieres an Tag 8. Auf der H6he von ungefahr 105 kDa Nachweis des
Plgs als Zymogen, auf der Hohe von ungefahr 75 kDa Nachweis der schweren Kette. Herstellung
des Western Blots durch Matthias Worn.

#: p < 0,05 gegentiber Tag 0 beziehungsweise vor Injektion von Doxorubicin

Bei beiden Genotypen konnte am Kontrolltag keine Plasminaktivitat gegen das
Substrat S-2302 im Urin festgestellt werden (siehe Abbildung 13). Sechs Tage
nach Induktion eines nephrotischen Syndroms war die Plasminaktivitat in beiden
Gruppen signifikant angestiegen. Auch an den Tagen 8 und 10 befand sich die
Plasminaktivitat auf diesem Niveau. Ein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Gruppen bestand nicht.
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Im Western Blot nephrotischen Urins verschiedener klkb1**- und klkb1-/-Mause
konnte kein Unterschied festgestellt werden. Bei beiden Genotypen konnte
sowohl das Zymogen bei ca. 105 kDa als auch die schwere Kette des Plgs, bei
ca. 75 kDa, nachgewiesen werden. Die schweren Ketten und die teilweise zu
erkennende Doppelbanden waren mutmalllich Spaltprodukte, welche

beispielsweise bei der Aktivierung von Plg zu Plasmin anfallen kdnnten.
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3.2 Plasminogen-defiziente Mause

3.2.1 Plasminogen-Konzentration unter Kontroll-Bedingungen
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Abbildung 14: Plg-Konzentration im Plasma bei Plg**, Plg*- und Plg-"-Mausen

Dargestellt sind folgende Parameter als Mittelwert + SEM: Plasminogen-Konzentrationen im
Plasma unter Kontrollbedingungen in der Einheit ug/ml.

*: p < 0,05 gegenlber Pig**

Unter Kontrollbedingungen spiegelten sich die drei verschiedenen Genotypen in
der Plasma-Plg-Konzentration, dargestellt in Abbildung 14, wider. Die Plg-
Konzentration der Plg**-Mause lag bei 260 + 11 ug/ml. Die heterozygoten Mause
mit nur einem funktionstlichtigen Allel des Plg-Gens wiesen eine PlIg-
Konzentration von 136 + 11 pg/ml auf, was ungefahr 50 % der Konzentration der
Plg**-Mause entspricht. Im Plasma der Plg”--Mausen konnte mittels ELISA kein

Plg nachgewiesen werden.
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3.2.2 Wachstumskurve der Mause
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Abbildung 15: Wachstumkurve von Plg**, Plg*- und Plg-"-Mausen

Dargestellt sind folgende Parameter als Mittelwert £ SEM: Durchschnittliches, wochentliches
Gewicht ab Woche 4 nach Geburt in g.

#: p < 0,05 gegentiber der Vorwoche
*: p < 0,05 gegenlber Plg**

Das durchschnittliche Gewicht, dargestellt in Abbildung 15, der Plg**- und Plg*-
-Mause lag vier Wochen nach Geburt auf einem ahnlichen Niveau von
15,0 £ 0,5 g (Plg*"*) beziehungsweise 14,7 £ 0,3 g (Plg*-), wahrend die Plg’-
Mause mit 12,5 + 0,4 g signifikant leichter waren. Alle Gruppen nahmen
kontinuierlich zu und hatten am Ende des Beobachtungszeitraumes ein Gewicht
von Uber 20 g erreicht (Plg** 24,4 £ 0,6 g; Plg*- 23,3+ 0,4 g; Plg”- 20,2 £ 0,4 g).
Das Gewicht der Plg”--Mause war dabei stets signifikant niedriger als das der
Plg**-Mause. Aufterdem konnten bei den Plg**-Mausen und den Plg*--Mausen
in den Wochen 2 und 3 (Plg"*) beziehungsweise 2, 3
und 5 (Plg*-) signifikante Gewichtsunterschiede zur Vorwoche festgestellt
werden. Die Plg--Mause zeigten dies in den Wochen 2, 3 und 4. Die
wochentliche Zunahme flachte Gber den Beobachtungszeitraum in allen Gruppen

zunehmend ab.
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3.2.3 Verlauf des experimentellen nephrotischen Syndroms in
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Abbildung 16: Akuter klinischer Verlauf von Plg**, Plg*- und Plg---Mausen, publiziert in [113]

Dargestellt ist der Verlauf folgender Parameter, jeweils als Mittelwert + SEM: Proteinurie
(Bradford) in der Einheit mg/mg Krea (A), Plasminogenurie in der Einheit yg/mg Krea (B), Na*-
Ausscheidung im Urin im Verlauf sowie die minimale Na*-Ausscheidung in der Einheit umol/mg
Krea (C), Gewichtsdifferenz zum Ausgangsgewicht im Verlauf sowie die Differenz des niedrigsten
und héchsten Gewichtes post injectionem in % (D).

#: p < 0,05 gegentber Tag 0 beziehungsweise vor Injektion von Doxorubicin
*: p < 0,05 gegenlber Plg**

Nach Injektion von Doxorubicin an Tag 0 konnten zwischen Plg**-, Plg*-- und
Plg’-Mausen zwei Verlaufsformen beobachtet werden (siehe Abbildung 16). So
zeigten die Plg**- und Plg*-Mause einen &hnlichen Verlauf und keine

signifikanten Unterschiede. Die Plg”--Mause erreichten dagegen das zentrale
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Einschlusskriterium einer Proteinurie von mindestens 120 mg/mg Krea nicht.
Auch in den weiteren Parametern zeigten die Plg”-Mause einen anderen Verlauf
als die Plg**- und Plg*--Mause. Vor der Injektion von Doxorubicin fand sich bei
jedem Genotyp nur eine minimale Proteinurie und auch bis Tag 3 veranderte sich
die Proteinurie zunachst in keiner Gruppe signifikant. Wahrend sowohl die Plg*/*-
als auch die PIlg*-Mause an Tag 4 einen signifikanten Anstieg auf
108 + 28 mg/mg Krea (PIg**) beziehungsweise 99,0 + 52 mg/mg Krea (Plg*")
verzeichneten, Uberschritt die Proteinurie der Plg”-Tiere das Ausgangsniveau
nie signifikant. Die als nephrotisch beobachtete Schwelle von 120 mg/mg Krea
Uberschritten die Plg**- und Plg*--Mause ab einschliellich Tag 5 durchgehend.
Ihre Maxima erreichten alle drei Gruppen an Tag 10, welche bei
198 £ 11 mg/mg Krea (Plg**), 225 + 17 mg/mg Krea (Plg*") und
32 + 20 mg/mg Krea (Plg”-) lagen.

Analog zur Proteinurie entwickelte sich die Plg-Konzentration im Urin. Wahrend
am Kontrolltag kein Plg nachweisbar war, konnte an Tag 6 bei den Plg**- und
Plg*--Mausen ein signifikanter Anstieg auf 131 = 37 pg/mg Krea (Plg**)
beziehungsweise 74 + 15 ug/mg Krea (Plg*-) verzeichnet werden. Die Maxima
erreichten beide an Tag 10 mit 219 + 24 ug/mg Krea (Plg**) beziehungsweise
151 + 54 ug/mg Krea (PIg*-). Im Urin der Plg’--Mause war zu keinem Zeitpunkt

Plg nachweisbar.

Die Natriurese sank im Verlauf bei den Plg**- und Plg*--Mausen auf signifikant
niedrige Werte an den Tagen 7 und 8 (Plg**) beziehungsweise 6 und 7 (Plg*")
und erreichte ein Minimum von 12 + 3 ymol/mg Krea (Plg** und PIg*~). Dies
entspricht einem Anteil von ungefahr 5 % der Na*-Konzentration des Urins am
Kontrolltag (264 + 45 pymol/mg Krea (Plg**) beziehungsweise 227 + 36 pmol/mg
Krea (Plg*")). Die Plg”-Mause schieden dagegen nie signifikant weniger Na* als
am Kontrolltag aus. Zudem war die Natriurese der Plg**-Mause an den Tagen 6
bis 8 signifikant niedriger als die der Plg”--Mause.

Bei allen Genotypen sank das Gewicht gegenuber dem Ausgangsgewicht bis
Tag 4 ab (Plg** 94,2 %; Plg*- 94,6 %; Plg”- 91,7 %). Wahrend die Plg**- und
Plg*--Mause anschlieBend kontinuierlich zunahmen, sank das Gewicht der Plg”
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-Mause weiterhin bis Tag 6 auf ein Minimum von 86,1 £ 2,9 %. Anschliel3end
stieg das Gewicht der Plg’-Mause wieder an, aber war ab Tag 5, abgesehen von
Tag 7, stets signifikant niedriger als das Ausgangsgewicht. Ab Tag 5 waren die
Plg-Mause zudem signifkant leichter als die Plg**-Mause. Einen signifikanten
Anstieg des Gewichts gegeniiber Tag 0 hatten die Plg**- und Plg*--Mause an
den Tagen 8 bis 10 erreicht. Die maximale Gewichtsamplitude im
Beobachtungszeitraum lag bei den Plg**- und Plg*--Mausen bei 22,5 £+ 1,1 %
(Plg**) beziehungsweise 21,1 = 1,3 % (PIlg*") und unterschied sich nicht
signifikant.
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3.2.4 Verlauf des experimentellen nephrotischen Syndroms im

Langzeitverlauf
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Abbildung 17: Harnstoff-Konzentration im Langzeitverlauf, publiziert in [113]

Dargestellt sind folgende Parameter als Mittelwert £ SEM: Harnstoff-Konzentrationen im Plasma
nach Injektion von Doxorubicin.

#: p < 0,05 gegentber Tag 0
*: p < 0,05 gegenlber Plg**

Die Plg**- und Plg*--Mause zeigten bis Tag 10 einen nicht-signifikanten Anstieg
der Harnstoff-Konzentration auf 55 + 33 mg/dl (Plg**) beziehungsweise
83 = 5 mg/dl (Plg*”) (siehe Abbildung 17). Innerhalb der nachsten zehn Tage bis
Tag 20 stieg die Harnstoff-Konzentration auf die signifikant erhéhten Werte von
325 £ 23 mg/dl (Plg*"*) beziehungsweise 339 + 35 mg/dl (Plg*-). Gegeniiber dem
Kontrolltag hatte sich dieser Wert auf das ungefahr 9- (Plg**) beziehungsweise
9,4-fache (Plg*-) erhdht. Im weiteren Verlauf wurde dieses Niveau gehalten. Die
Plg’-Mause befanden sich dagegen stets auf dem gesunden Ausgangslevel. Ab
Tag 15 war deren Harnstoff-Konzentration mit 35 + 7 mg/dl signifikant niedriger

als die der Plg*+-Mausen.
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Abbildung 18: Uberlebensraten tiber 80 Tage, publiziert in [113]

Dargestellt sind die Uberlebensraten der drei Genotypen als Kaplan-Meier-Kurven in %. Ein
senkrechtes Absinken der Kurven bedeutet jeweils den Tod von mindestens einem Versuchstier.

Tier vorzeitig geopfert, aufgrund von Organentnahmen oder stark reduziertem
Allgemeinzustand

*: p < 0,05 gegenlber Plg**

Auch bei der Betrachtung wieviele Mause den Endpunkt von 80 Tagen nach
Injektion von Doxorubicin erreichten, zeigten sich zwei Verlaufsformen, welche in
Abbildung 18 dargestellt sind. Die Halfte der Populationen der Plg*+- und Plg*--
Mause waren nach 49 Tagen (Plg**) beziehungsweise 40 Tagen (Plg*")
gestorben oder mussten aufgrund des Erreichens eines der definierten
Abbruchkriterien aus dem Versuch genommen weden. Alle Plg’”-Mause
Uberlebten dagegen den vollstandigen Beobachtungszeitraum von 80 Tagen.
Dieser Unterschied zwischen PIg*+- und Plg”-Mausen, beziglich der medianen

Ubelerlebensrate, war signifikant.
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Abbildung 19: Lichtmikroskopie von Nieren 80 Tage nach Doxorubicin, publiziert in [113]

Dargestellt sind beispielhafte mikroskopische Bilder des Nierenparenchyms nach PAS-Farbung,
in der zweiten Reihe zur ndheren Betrachtung der Glomeruli in zusatzlicher Vergré3erung.

Zur allgemeinen histologischen Beurteilung des Zustandes der Nieren und der
Fibrose wurden an Tag 80 entnommene Nieren mithilfe der PAS-Farbung (siehe
Abbildung 19) analysiert. Es zeigte sich bei den Plg**- und Plg*--Mausen das
Bild einer Glomerulosklerose. Die Nieren der Plg”-Tiere waren dagegen

morphologisch unauffallig.
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3.2.5 Immunhistologie

3.2.5.1 Immunhistochemie beziiglich Plasminogen

Abbildung 20: Immunhistochemische Farbung der Nieren fiir Plg, publiziert in [113]
Dargestellt sind beispielhafte immunhistochemische Schnitte der Nieren mit Fokus auf die
Glomeruli von Plg**- und Plg”-Mausen vor der Injektion von Doxorubicin, sowie acht und 48
Stunden danach.

Raute: Plg-Ansammlung in Glomeruli
Stern: Plg-Ansammlung in Tubuli

In der imunhistochemischen Farbung wurden Nieren von Plg**- und Plg’-
Mausen vor der Injektion von Doxorubicin, acht Stunden sowie 48 Stunden post
injectionem untersucht (siehe Abbildung 20). Der Fokus lag dabei auf mdglichen
Anreicherungen von Plg in den Glomeruli. Plg konnte dabei zu keinem Zeitpunkt
in den Glomeruli der Plg”-Mause nachgewiesen werden. Vor Injektion von
Doxorubicin fand sich auch bei den Plg**-Mausen kein Plg in den Glomeruli. Acht
Stunden nach Injektion konnte PIlg in den Glomeruli der Plg**-Mause
nachgewiesen werden. Nach weiteren 40 Stunden zeigte sich keine glomerulare

Ansammlungen von Plg mehr.
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3.2.5.1.1 Interventionsversuch
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Abbildung 21: Ansprechen der verschiedenen Genotypen nach Injektion von Doxorubicin

Dargestellt sind die Anteile an Tieren fir jeden Genotyp, die nach Gabe von Doxorubicin eine
nephrotische Proteinurie von mindestens 120 mg/mg Krea an mindestens zwei Tagen erreichten
gegeniber den Tieren, die keine oder eine nicht-nephrotische Proteinurie entwickelten.

*: p < 0,05 gegenlber Pig**

Die Auswertung der Haufigkeit bezuglich der Entwicklung eines nephrotischen
Syndroms je nach Genotyp (siehe Abbildung 21) ergab einen Unterschied der
Plg”--Tiere zu den Plg**- und Plg*--Tieren. Wahrend bei Plg** und Plg*-
ungefahr die Halfte der Mause eine nephrotische Proteinurie entwickelten,
konnte dies bei keiner Plg7-Maus erreicht werden. Diese unterschiedlichen

Ansprechraten waren signifikant.

Daher wurde in einem weiteren Versuch den Plg7-Mausen murines Plg
intravends verabreicht. Dadurch sollte untersucht werden, ob bei den Plg’-
Mausen durch injiziertes Plg eine glomerulare Schadigung und eine nephrotische
Proteinurie erzeugt werden kann. Die intravendse Applikation von bis zu 1 mg
murinen Plgs kurz vor Injektion des Doxorubicins sollte zu einer kurzzeitigen
Uberbriickung der Plg-Defizienz fiihren. Jedoch zeigte die Plg-Substition keinen
Effekt auf die Proteinurie, keine der funf behandelten Mause erreichte eine

Proteinurie Gber 10 mg/mg Krea.

55



Ergebnisse

In der immunhistochemischen Farbung (siehe Abbildung 22) zeigte sich acht
Stunden nach Injektion von Doxorubicin unter Gabe murinen Plgs keine

Ansammlung des PIgs in den Glomeruli, allerdings in den Tubuli.

100x 400x

Plg”
8h n Inj.

Abbildung 22: Immunhistochemische Farbung der Nieren von Plg--Mausen unter Substitution
von murinem Plg

Dargestellt ist die mikroskopische Aufnahme eines Nierenparenchyms einer Plg”--Maus acht
Stunden nach Injektion von Doxorubicin und murinen Plgs in verschiedenen VergréRerungen.
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3.2.5.2 Immunfluoreszenz

anti-CD31 anti-plg anti-nphs2 DAPI fusioniert

Plg ** (glom.)

Plg ** (extraglom.)  Plg ** (glom.)

Plg " (glom.)

Abbildung 23: Immunfluoreszentrische Farbung der Nieren fur Plg acht Stunden nach
Doxorubicin-Gabe, publiziert in [113]

Dargestellt sind immunfluoreszentrische Schnitte in der Niere. Erste Spalte: Blaue Farbung von
CD31 im Sinne des Endothels. Zweite Spalte: Rote Farbung der Plg-Anreicherung. Dritte Spalte:
Griine Farbung des Podocins im Sinne der Podozyten. Vierte Spalte: Weille Farbung der Nuclei
durch 4‘6-diamidino-2-Pehnylindol (DAPI). Finfte Spalte: Zusammengefiihrtes Bild der
einzelnen Farbungen. Erste und zweite Reihe: Glomerulum einer Plg**-Maus in
unterschiedlichen VergroRerungen. Dritte Reihe: Extraglomeruldrer Raum einer Plg**-Maus.
Vierte Reihe: Glomerulum einer Plg”-Maus.

Die Immunfluoreszenz, in Abbildung 23 dargestellt, ergab ahnliche Befunde wie
die Immunhistochemie bezuglich des glomerularen Nachweises von PIlg. In den
Glomeruli der Plg**-Mause konnte Plg acht Stunden nach Injektion von
Doxorubicin nachgewiesen werden. Im glomeruldren System der Plg”-Mause
war zu diesem Zeitpunkt kein Plg zu finden. Extraglomerular beziehungsweise im
Tubulussystem der Plg**-Mause war ebenfalls kein Plg nachweisbar. Bei
naherer Betrachtung der glomerularen Plg-Anreicherungen fiel zudem auf, dass
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sich Plg auf der Seite des durch CD31 gefarbten Endothels befand, wahrend es
auf der podozytaren Seite der Basalmembran nicht nachgewiesen werden
konnte. Auch an extraglomerularem Endothel konnte kein Plg nachgewiesen

werden.
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3.2.5.3 Immunhistochemie auf Histon H2B
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Abbildung 24: Immunhistochemische Farbung der Nieren fur Histon H2B, publiziert in [113]

Dargestellt sind beispielhafte immunhistochemische Schnitte der Nieren mit Fokus auf die
Glomeruli von Plg**- und Plg”-Mausen vor der Injektion von Doxorubicin, sowie acht, 24, 48, 72
und 96 Stunden danach.

In dieser imunhistochemischen Farbung wurden Nieren von Plg**- und Plg’-
Mausen vor der Injektion von Doxorubicin, acht Stunden, 24 Stunden, 48
Stunden, 72 Stunden sowie 96 Stunden post injectionem untersucht (siehe
Abbildung 24). Der Fokus lag in diesem Ansatz auf der Darstellung des
Rezeptors Histon H2B in den Glomeruli. Vor Injektion von Doxorubicin konnte bei
den Plg**-Mausen keine relevante Menge des Rezeptors nachgewiesen werden.

Dies war jedoch acht Stunden nach Injektion des Doxorubicins der Fall. Ahnlich
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wie beim Nachweis des Plgs in der Immunhistochemie zeigte sich eine deutliche
glomerulare Anreicherung. Im weiteren Verlauf war die Konzentration 24 Stunden
nach Verabreichung des Doxorubicins deutlich gesunken und zu den weiteren
Zeitpunkten Histon H2B nicht mehr nachweisbar. Die Plg7-Mause zeigten
hingegen 72 Stunden nach Injektion des Doxorubicins einen deutlich spateren
Anstieg des Histon H2B in den Glomeruli.

3.2.5.4 Immunfluoreszenz und Kolokationsanalyse auf Histon H2B
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Abbildung 25: Immunfluoreszenz der Nieren fur Plg und Histon H2B acht Stunden nach
Doxorubicin-Gabe, publiziert in [113]

Dargestellt sind Aufnahmen per Immunfluoreszenz aus unterschiedlichen Nierenschnitten. Blaue
Farbung von CD31 im Sinne des Endothels, rote Farbung der Plg-Anreicherung, griine Farbung
des Histon H2Bs, weile Farbung der Nuclei durch DAPI. Das linke Bild in jeder Zeile ist das
jeweilige Ausgangsbild. Ausschnitt mit durchgezogener Linie: Jeweils oberes Bild in der zweiten
Spalte. Ausschnitt mit gestrichelter Linie: Jeweils Bild in dritter Spalte, zudem in zweiter Zeile
linkes Bild in zweiter Spalte. Zusatzlich in zweiter Spalte Bild des reinen Signals fir Histon H2B.
Erganzend in dritter Spalte Darstellung der Signalintensitaten fur Plg, CD31 und Histon H2B.
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Die Immunfluoreszenz in Abbildung 25 zeigt zwei Glomeruli einer Plg**-Maus
acht Stunden nach Injektion von Doxorubicin. Fur die drei zentralen Signale Plg,
Histon H2B und CD31 fand sich in beiden Beispielen ein sehr ahnliches Bild. So
findet sich wiederum Plg im Bereich des Endothels (CD31) und durch die
zusatzliche Darstellung des Histon H2Bs kann auch dessen Signal in diesem
Bereich festgestellt werden. Dieser optische Eindruck konnte durch den

Vergleich der jeweiligen Signalintensitaten bestatigt und unterstrichen werden.
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4 Diskussion

4.1 Plasma-Kallikrein-defiziente Mause

4.1.1 Verlauf des experimentellen nephrotischen Syndroms

Die p-KLK-defizienten Mause zeigten, wie auch die Wildtypen, die
vorbeschriebene Entwicklung eines nephrotischen Syndroms nach Injektion von
Doxorubicin [96]. Die klkb1/-Mause und klkb1**-Mause entwickelten
dementsprechend eine massive Proteinurie und generalisierte Odeme [112].
Nachdem die Proteinurie nach ungefahr finf Tagen von nahezu keiner
Proteinausscheidung im Urin signifikant angestiegen war, folgte eine massive
Abnahme der renalen Na*-Ausscheidung an den Tagen 6 bis 8. Der Urin war in
diesem Zeitraum praktisch frei von Na* und die Retention damit maximal
angestiegen. Damit ging eine signifikante Gewichtszunahme und Odembildung,
vor allem in Form von Aszites, einher. In all diesen Parametern zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen. Der biphasische Verlauf
der Fress- und Trinkmengen beider Genotypen ist am ehesten als Nebenwirkung
des injizierten Doxorubicins anzusehen, da Doxorubicin eine Inappetenz
bewirkt [85]. Der dadurch hervorgerufene Flussigkeits- und Kalorienmangel
fuhrte mutmallich zu einer gesteigerten Nahrungsaufnahme gegeniber den
Kontrollbedingungen bei Nachlassen der Doxorubicin-Wirkung ab ungefahr
Tag 5. Hinsichtlich der zentralen Fragestellung der Odementwicklung durch die
mutmaliliche proteolytische ENaC-Aktivierung unterschieden sich die beiden
Genotypen klkb1+** und klkb1”/- im nephrotischen Zustand nicht. Dies konnte
jedoch in anderen experimentellen Modellen des nephrotischen Syndroms, in
denen die nephrotische Proteinurie durch einen anderen Pathomechanismus
erreicht wird, dennoch der Fall sein. Diese Arbeit relativiert auRerdem in vitro
erhobene Ergebnisse an Xenopus Oozyten (siehe Kapitel 1.2.4.2). Dabei konnte
gezeigt werden, dass Gewebe-Kallikrein 1 zur Aktivierung des ENaCs und
dadurch zu einer gesteigerten Na*-Retention fuhrt [78, 114]. Diese Aktivierung

konnte durch unsere Arbeitsgruppe in vitro auch fur p-KLK belegt werden [112].
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In vivo hat die p-KLK-Aktivierung des ENaCs, wie die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, allerdings keinen signifikanten Effekt. Andere Proteasen mit der Fahigkeit
den ENaC in vitro zu aktivieren, sind beispielsweise Plasmin, der uPA oder
Prostasin [61, 73]. Durch den Protease-Inhibitor Aprotinin konnte die
Odementstehung im Doxorubicin-induzierten Modell zudem unterdriickt werden
[80]. Die Ergebnisse dieser Arbeit schlielen allerdings nicht aus, dass auch
mehrere Proteasen, gegebenenfalls in Wechselwirkung oder Kombination, fur die
Odementstehung verantwortlich sein kénnten. So ist auch eine additive ENaC-
Aktivierung durch mehrere Proteasen denkbar. Zudem muss weiterhin die
Underfill-Theorie bedacht werden, in der der Anstieg des Aldosterons durch
einen intravasalen Volumenmangel als begunstigender permissiver Faktor fur die
Odembildung angesehen wird [63]. In weiteren Untersuchungen der Proben aus
dieser Arbeit konnten diesbezuglich deutlich erhdohte Aldosteron-
Konzentrationen im Blut der nephrotischen Tiere nachgewiesen werden [112].
Angesichts dessen ist anzunehmen, dass zumindest ein Teil der gesteigerten
Na*-Retention der Aldosteron-Wirkung geschuldet ist. Zusammenfassend muss
zudem festgehalten werden, dass die Under- und Overfill-Theorien sich nicht
gegenseitig ausschlieRen und beide Mechanismen parallel stattfinden und zur

Odementwicklung beitragen kénnten [63].

4.1.2 Protease-Aktivitat im Urin

Des Weiteren wurden die Proteasen hinsichtlich ihrer enzymatischen Aktivitat im
Urin untersucht. Die Wildtypen zeigten im Verlauf einen signifikanten Anstieg der
p-KLK-Aktivitat, parallel zur zunehmenden Proteinurie. Durch den p-KLK-
Knockout lie3 sich erwartungsgemal eine signifikant niedrigere p-KLK-Aktivitat
der nephrotischen klkb1/-Mause im Vergleich zu den klkb1**-Mausen
nachweisen. Dass Uberhaupt eine Aktivitat im Urin der klkb17-Mause erfasst
wurde, liegt mutmallich an Kreuzreaktionen des Substrats mit anderen
Proteasen wie Faktor Xla oder Gewebe-Kallikreinen [114-116]. Im Verlauf
wurden diese Proteasen mutmallich durch andere Proteasen, die keine
Kreuzreaktionen ausldésen, im nephrotischen Urin verdrangt, was die Abnahme

der p-KLK-Aktivitat verglichen mit dem Ausgangswert erklaren konnte. Diese
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Abnahme war allerdings nicht signifikant. Die nephrotischen klkb1--- und klkb1*/*-
Mause zeigten zudem einen signifikanten Anstieg der Plasmin-Aktivitat im Urin,
ebenfalls passend zur entwickelten Proteinurie. Zwischen den Genotypen konnte
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. AuRerdem erfolgten Western
Blots fur p-KLK und Plg im Plasma und Urin gesunder und nephrotischer Tiere
beider Genotypen. Im Urin der nephrotischen Wildtypen konnte dabei im
Vergleich mit dem Urin gesunder Wildtypen eine deutliche Signalzunahme auf
Hohe des p-KLK-Zymogens und der Spaltprodukte nachgewiesen werden. Im
Plasma nephrotischer kikb1++*-Tiere fiel hingegen eine Signalabschwachung der
Bande auf Hohe des p-KLK-Zymogens gegenuber dem Plasma gesunder Tiere
auf, das zudem deutlich schwachere Signale fur die Spaltprodukte zeigte. Dieser
Befund passt zum Verlust des p-KLKs uber den Urin. P-KLK liegt dort sowonhl
gemal des Western Blots als auch der Aktivitatsmessung dieser Arbeit im
aktiven Zustand vor. In den Proben der klkb1-/-Mause fand sich im Western Blot
kein relevantes p-KLK-Signal. Im Urin nephrotischer klkb1+*- und klkb17--Mause
ergaben sich parallel zur Plg-Aktivitat auch im Western Blot keine Unterschiede
der PIg-Signale. So konnte sowohl das Zymogen Plg als auch die schwere Kette
nach Spaltung nachgewiesen werden. Zusammenfassend bestatigten die
Ergebnisse der Western Blots die Aktivitatsmessungen der Proteasen. Auch auf
eine relevante Rolle des p-KLKs in der Plg-Aktivierung fanden sich keine
Hinweise. Aus diesen Resultaten ergibt sich allerdings die Frage, was zur
Aktivierung der beiden Proteasen im Tubussystem fihrt. In Untersuchungen an
uPA-Knockout-Mausen konnte diesbezuglich gezeigt werden, dass der uPA
hauptsachlich fur die Plg-Konversion zu Plasmin verantwortlich zu sein scheint
[117]. Ein moglicher Aktivator des p-KLKs ist Faktor Xlla [118]. Zu bedenken ist,
dass bei der Vielzahl an Proteinen und Proteasen, die beim nephrotischen
Syndrom aberrant in das Tubulussystem gelangen, viele Interaktionen mdglich
sind und viele Kaskaden bezuglich der Proteasen-Aktivierung parallel ablaufen
konnten. In Gesamtschau der Untersuchungen der Proteasen ergibt sich, dass
im Rahmen der nephrotischen Proteinurie sowohl Plg beziehungsweise Plasmin
als auch p-KLK in das Tubulussystem der Niere gelangen und dort auch in aktiver

Form vorliegen, entsprechend einer Proteasurie. Dass die Plasminaktivitat im
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nephrotischen Urin der klkb1--Tiere keinen signifikanten Unterschied zu den
kikb1++*-Tieren aufwies, spricht daflir, dass p-KLK eine untergeordnete Rolle in
der tubularen Plg-Aktivierung spielt. Dies ist deshalb von besonderer Relevanz,
da Plasmin als moglicher Hauptakteur in der proteolytischen ENaC-Aktivierung

angesehen wird und die Plg-Konversion durch p-KLK moglich ist [21, 22, 65, 77].

4.2 Plasminogen-defiziente Mause

4.2.1 Kontrollbedingungen

Die drei unterschiedlichen Genotypen (Plg**, Plg*-, Plg”-) spiegelten sich in der
Plasmakonzentration des Plgs wider. Wahrend die Plg**-Mause eine
Konzentration von 260 * 11 ug/ml aufwiesen, besalien die Plg*--Tieren mit einer
Konzentration von 136 £ 11 pg/ml ungefahr die halbe Plg-Konzentration. Im Blut
der Plg”--Mause lieB sich erwartungsgemaf kein Plg nachweisen. Somit ist jedes
Allel jeweils fur die Halfte des vorhandenen Plgs in gesunden Mausen

verantwortlich.

Bezuglich der Gewichtsentwicklung in den ersten Lebenswochen zeigte sich,
dass die Plg”--Mause signifikant leichter waren als die Plg**- und Plg*--Mause,
welche zu jedem Zeitpunkt praktisch gleich schwer waren. Diese Beobachtung
deckt sich mit bisherigen Untersuchungen. In diesen entsprachen Plg”-Mause
bei zusatzlicher Fibrinogen-Defizienz konstitutionell den Wildtyp-Mausen. Das
eingeschrankte Gedeihen ist demnach vor allem den spontan entstanden
Thromben geschuldet, deren Fibrinolyse durch die Plg-Defizienz deutlich
eingeschrankt ist. Gleichzeitig entstanden bei fehlendem Fibrinogen auch
weniger Thromben, sodass die reduzierte Fibrinolyse nicht mehr zum Tragen
kam [92, 93]. Die Plg*--Mause in dieser Arbeit besallen noch genug Plg, um unter
Kontrollbedingungen keine konstitutionelle Einschréankung gegentiber den Plg*/*-
Mausen aufzuweisen. Die Halfte der physiologischen Plg-Konzentration reichte
dementsprechend immer noch aus, um der Thrombenbildung und weiteren

kritischen Folgen gentgend vorzubeugen.
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4.2.2 Verlauf des experimentellen nephrotischen Syndroms in

der Akutphase und in der Langzeitbeobachtung

In der Untersuchung der Plg-defizienten Mause konnten zwei Verlaufe
festgestellt werden. Wahrend die Plg**- und Plg*-Mause keine signifikanten
Unterschiede zeigten, grenzten sich die Plg”-Mause von den beiden anderen
Genotypen ab. Die Plg**- und Plg*--Mause entwickelten nach Injektion von
Doxorubicin eine massive Proteinurie und deutliche Odeme beziehungsweise
Aszites, im Sinne eines nephrotischen Syndroms. Im Rahmen der Proteinurie
kam es zudem zu einer massiven Plasmin(ogen)urie, die bei den Plg*--Mausen
niedriger war. Die Plasmin(ogen)urie der Plg**- und Plg*--Mause unterschied
sich nicht signifikant, obwohl die Plg*--Mause nur ungefahr die Halfte der Plg-
Menge der Plg**-Mause im Plasma aufwiesen. Dies ist mutmallich einer zu
geringen Anzahl an Proben, in denen die Plasmin(ogen)urie erhoben wurde,
geschuldet. Auch beziglich ihres sonstigen klinischen Verlaufs unterschieden
sich die beiden Genotypen nicht. Nachdem die Proteinurie signifikant
angestiegen war, folgte eine Steigerung der Na*-Retention, sodass der Urin
dieser Mause an den Tagen 6 bis 8 praktisch frei von Na* war. Die erhohte Na*-
Retention filhrte wiederum zu einer Wasserretention, sodass sich Odeme und
ein deutlicher Aszites entwickelten. Dem anfanglichen Gewichtsverlust von
ungefahr 5% des Ausgangsgewichtes folgte, durch die gesteigerte Na*-
Resorption, eine deutliche Gewichtszunahme. Die Wildtypen und die
heterozygoten Tiere erreichten an Tag 10 das Maximum der Gewichtsamplitude
mit 22,5 + 1,1 % (Plg**) beziehungsweise 21,1 = 1,3 % (Plg*") ihres
Ausgangsgewichtes. Die initiale Abnahme ist am ehesten eine Folge der
Inappetenz, die als Nebenwirkung von Doxorubicin bekannt ist [85]. Im weiteren
Verlauf stieg die Harnstoff-Konzentration im Plasma innerhalb der Tage 10 bis
20 signifikant gegentber dem Ausgangswert an und hielt sich auf diesem stark
erhdhten Niveau. Ab diesem Zeitpunkt waren die Mause somit niereninsuffizient,
sodass bis Tag 49 (Plg**) beziehungsweise Tag 40 (Plg*-) die Halfte der
Ausgangspopulation gestorben war. In den Nieren zeigte sich 80 Tage nach
Injektion des Doxorubicins in der PAS-Farbung das Bild einer FSGS, wie sie beim
Doxorubicin-induzierten nephrotischen Syndrom vorbeschrieben ist [96, 119].
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Die Plg”-Mause entwickelten dagegen maximal eine Proteinurie von
32 + 20 mg/mg Krea. Eine Abnahme der Na*-Ausscheidung im Urin blieb aus und
auch das Gewicht der Mause hielt sich auf dem Niveau der Inappetenz-Phase.
Entsprechend des Plg-Knockouts konnte im Plasma und im Urin kein Plg
nachgewiesen werden. Auch im Langzeitverlauf ergaben sich keine
pathologischen Auffalligkeiten. So stieg die Harnstoff-Konzentration im Plasma
nicht an und es verstarb auch keine Maus im Beobachtungszeitraum von 80
Tagen. In der PAS-Histologie waren, im Gegensatz zu den Plg** und Plg*--
Tieren, keine fibrotischen Veranderungen zu sehen. Plg ist somit ein essenzieller
Faktor, damit Mause nach Injektion von Doxorubicin ein nephrotisches Syndrom
in all seinen vorbeschriebenen Auspragungen entwickeln. In vitro konnte dazu
passend gezeigt werden, dass bei Fehlen von Plg grundsatzlich eine podozytare
Schadigung geschieht, diese jedoch in der Gegenwart von Plg signifikant hoher
ist [54]. So scheint Plg eine Art katalytische Wirkung auf den podozytaren
Schaden zu besitzen und einen erhdhten oxidativen Stress auszuldsen. In vivo
konnte im PAN-Modell an Ratten ebenfalls festgestellt werden, dass vermehrt
Plg beziehungsweise Plasmin in den Glomeruli nachgewiesen werden konnte
und Marker fur den oxidativen Stress erhdht waren. In der Folge entwickelte sich
auch in diesem Modell eine ausgepragte Proteinurie und Plasmin(ogen)urie [56].
Aulerdem hatte die Gabe von Amilorid einen protektiven Effekt auf die
podozytare Schadigung, den oxidativen Stress und die Proteinurie. Dies wurde
am ehesten im Rahmen der Inhibition des uPA durch Amilorid und der damit
verbundenen reduzierten Aktivierung von Plg zu Plasmin interpretiert [56]. Die
These, dass der uPA hauptsachlich fur die Umsetzung von Plg zu Plasmin
verantwortlich ist, konnte durch Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe gestutzt
werden. Dabei wurden uPA-Knockout-Mause untersucht, bei welchen keine
Plasminaktivitat mehr im Urin nachgewiesen werden konnte. Da diese Mause
jedoch nach der Gabe von Doxorubicin das klassische nephrotische Bild
entwickelten, scheint die Konversion von Plg zu Plasmin durch den uPA im
Doxorubicin-Modell keine essenzielle Rolle zu spielen [120]. Im Anti-GBM-Modell
bei Ratten wurde die Rolle von Plasmin ebenfalls untersucht. Es konnte gezeigt

werden, dass e-Aminocapronsaure (EACA) und der Serinproteaseinhibitor
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Aprotinin die Proteinurie und den oxidativen Stress supprimieren [121-123].
EACA besitzt die Fahigkeit Plg-Rezeptoren zu blockieren und damit die
Konversion zu Plasmin zu verhindern [27]. Neben der Bedeutung des Plgs in
murinen Krankheitsmodellen konnte auch bei Menschen mit einer FSGS eine
erhdhte Plg-Konzentration sowohl in den Glomeruli als auch im Urin festgestellt
werden [56].

4.2.3 Glomerulare Bindung von Plasminogen

Um die pathogene Wirkung des Plgs am glomerularen Filtrationsapparat genauer
zu untersuchen, erfolgten weitere histologische Farbungen aus Nieren, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Doxorubicin-Gabe entnommen wurden. In
den immunhistochemischen Farbungen konnte acht Stunden nach der
Doxorubicin-Injektion eine Bindung von Plg in den Glomeruli der Plg** und Plg*-
-Tiere nachgewiesen werden. Dies war 48 Stunden nach Injektion nicht mehr der
Fall, hier befand sich das Plg im Tubulussystem, jedoch nicht mehr in den
Glomeruli. Auch per Immunfluoreszenz war Plg acht Stunden post injectionem in
den Glomeruli zu finden. Zu beachten ist, dass Plg nahezu ausschlie3lich an
glomerularen Endothelzellen nachgewiesen werden konnte. Es ergaben sich
weder Hinweise auf eine podozytare Bindung des Plgs noch auf eine Bindung
mit anderen Endothelzellen, beispielsweise im Bereich der Vasa recta. Daraus
|asst sich schlussfolgern, dass eine entscheidende Interaktion des Plgs innerhalb
der ersten 48 Stunden nach Gabe von Doxorubicin an den glomerularen
Endothelzellen stattfindet. Auch Jeansson et al. stellten die Bedeutung des
glomeruldren Endothels in den Vordergrund und konnten im Rahmen der
Doxorubicin-induzierten Proteinurie eine deutliche Reduktion der endothelialen
Glykokalyx feststellen [90]. In diesem Modell wurde zudem die toxische Wirkung
per Schadigung der DNA sowohl fur die glomerularen Endothelzellen wie auch
fur die Podozyten festgestellt. Die Endothelzellen stellten dabei die Zellen dar, an
denen diese toxische DNA-Schadigung zuerst stattfindet [89]. Untersuchungen
der  diabetischen Nephropathie  widmeten sich ebenfalls der
pathophysiologischen Bedeutung des glomerularen Endothels und ob dieses den

Ausgangspunkt der glomerularen Schadigung darstellt. Die Autoren merken
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dabei an, dass das Endothel und die Podozyten zusammen fur die
Aufrechterhaltung einer intakten Filtrationsbarriere nétig sind und stellen die
Vermutung auf, dass auch ihre pathophysiologischen Rollen nicht klar
voneinander zu trennen sind [124]. Denn zwischen diesen zwei Zellarten findet
eine standige Kommunikation statt, sodass sowohl das Endothel als auch die
Podozyten als primare Zielzellen dienen und sich wechselseitig beeinflussen
konnten [125]. VEGF oder auch suPAR sind Beispiele fur Stoffe, durch die diese
Kommunikation geschehen kann [51, 55]. Dass nur eine der zwei Zellarten fur
die Etablierung eines glomerularen Schadens verantwortlich ist, ist deshalb
unwahrscheinlich. Es muss dementsprechend bedacht werden, dass die
histologischen Untersuchungen dieser Arbeit nur Momentaufnahmen sind. Eine
Assoziation von Plg und Endothelzellen schliel3t weitere Interaktionen zu einem
anderen Zeitpunkt nicht aus. Daher ware eine spatere, direkte Wirkung von Plg
auf die Podozyten ebenfalls denkbar, da die Plg-Bindung bereits lange vor der
Proteinurie nachweisbar ist. So muss Plg auch entsprechend der
Filtrationsrichtung zunachst die Schicht der Endothelzellen rdumlich Gberwinden,
um die Podozyten zu erreichen. Auszuschliellen ist zudem nicht, dass der
Nachweis von Plg auf der Seite des Endothels auf einer Plg-Produktion der

Endothelzellen beruht.

In einem weiteren Ansatz sollte durch die Applikation murinen Plgs untersucht
werden, ob substituiertes Plg glomerular gebunden wird und die induzierte
Proteinurie, als Ausdruck der glomerularen Schadigung, dadurch gesteigert
werden konnte. Dazu erfolgte eine intravendse Injektion murinen Plgs, kurz vor
Gabe des Doxorubicins. Immunhistologisch lie3 sich jedoch kein Plg in den
Glomeruli nachweisen und auch die Proteinurie stieg nicht an. Eine mdgliche
Erklarung dafur, dass die Substitution murinen Plgs keinen Effekt zeigte, konnte
die geringe Dauer sein, in der das murine Plg vorhanden war. So wurde auch
in vitro beschrieben, dass eine langfristige beziehungsweise ,chronische*
Wirkung von Plg fir den Podozytenschaden notwendig ist [54]. Die artifizielle
Erhohung der Plg-Konzentration in dieser Arbeit war dabei moglicherweise zu
weit von der physiologischen, kontinuierlichen Plg-Konzentration im Plasma

entfernt. AulRerdem konnte ein Teil des injizierten Plgs bei der Fibrinolyse der
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bereits, in Folge der Plg-Defizienz, spontan entstandenen Thromben verbraucht

worden sein und die Glomeruli somit gar nicht erreicht haben.

4.2.4 Rolle des Plasminogen-Rezeptors Histon H2B

Die histologischen Ergebnisse dieser Arbeit bezuglich der endothelialen Plg-
Lokalisation fuhrte zu der Frage, an welchen Rezeptor Plg bindet. Der Histon
H2B ist ein Plg-Rezeptor, der an glomerularen Endothelzellen vorkommt [30, 31].
Zudem ist der Histon H2B mit Zellschaden assoziiert [32, 33].

Sowohl in der Immunhistochemie als auch in der Immunfluoreszenz konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass es zu einer gesteigerten Expression des
Histon H2Bs nach Gabe von Doxorubicin kommt. So kam es nach 8 Stunden zu
einer deutlichen glomerularen Histon H2B Ansammlung. Diese war transient und
anschlieBend nicht mehr nachweisbar. Bei Plg-Defizienz fand dies deutlich
spater statt, sodass wiederum eine beschleunigende Komponente der
Auswirkungen des Doxorubicins durch Plg suggeriert wird. Dass die Plg”-Mause
ebenfalls eine deutliche Zunahme des Histon H2Bs zeigten, spricht daher dafur,
dass die zellschadigende primare Doxorubicin-Wirkung stattfindet, in der Folge
jedoch die pathologische Kaskade gehemmt ist. Da die Expression des Histon
H2B durch Zellschaden induziert werden kann, kdonnte Plg als Teil eines circulus
vitiosus fungieren [32, 33]. So kdnnte Doxorubicin die Zelle primar schadigen,
anschlieBend Plg an die Zelle binden und den Zellschaden verstarken, was
wiederum zu einer erhdohten Expression des Histon H2Bs fuhrt. Die
Immunfluoreszenz ergab, dass Plg und Histon H2B eine deutliche
Signaluberlagerung und somit Kolokalisation an der Oberflache der
Endothelzellen zeigen. Dass Plg also im Rahmen der glomerularen Schadigung
durch den Histon H2B mit den Endothelzellen interagiert und an diesen Rezeptor
bindet, ist anzunehmen. Allerdings schlieffen auch diese Ergebnisse wiederum
nicht aus, dass auch andere Plg-Rezeptoren und andere Zellen an den
pathophysiologischen Ablaufen beteiligt sein kénnten. An den Histon H2B
gebundenes Plg kdnnte durch die Assoziation des Histon H2B mit dem uPAR in

aktives Plasmin umgesetzt werden. Ein solches zellgebundenes Plasmin kann
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unter anderem zum Abbau der extrazellularen Matrix und Zellmigration beitragen
[32].

Auch weitere Faktoren des Plg-Systems wie andere Rezeptoren, Aktivatoren und
Inhibitoren wurden bereits hinsichtlich ihrer Rolle im Rahmen der glomerularen
Schadigung untersucht [24]. Einer der diskutierten Rezeptoren ist der uPAR, der
an den Podozyten und an den Endothelzellen zu finden ist [24, 54, 126]. Der
uPAR wurde in einer Studie hinsichtlich seiner Rolle in der glomerularen
Schadigung und dem Zusammenhang mit dem Plg-Aktivator-Inhibitor PAI-1
untersucht. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass PAI-1 mit uPA einen Komplex
bildet, welcher an Podozyten an den uPAR binden kann. Dieses Signal induzierte
in den Podozyten die Endozytose von (1-Integrin, wodurch es zur Abloésung der
Podozyten kam. Zusatzlich kam es zur vermehrten PAI-1-Produktion durch das
glomerulare Endothel, was die podozytare Schadigung und Ablésung weiter
forderte. Dass die endotheliale PAI-1-Produktion gesteigert wurde, wurde mit der
verminderten podozytaren Produktion von VEGF erklart. VEGF schien die
endotheliale PAI-1-Produktion im physiologischen Zustand gehemmt zu haben.
Durch die podozytare Schadigung entstand ein circulus vitiosus. Diese Studie
unterstreicht neben der Rolle des Plg-Systems zudem den Aspekt der
interzellularen Kommunikation in der Pathophysiologie des glomerularen
Schadens [125]. Der PAI-1 wird in pathologischen Zustanden vom glomerularen
Epithel und den Podozyten vermehrt produziert [127]. PAI-1-Knockout-Mause in
diabetischen  Proteinurie-Modellen  zeigten zudem eine verminderte
Krankheitsprogression [128, 129]. Da aus einer PAI-1-Defizienz eine geringere
Inhibition der Plg-Aktivatoren und damit eine hohere Plasminaktivitat resultieren
sollten, stehen die Untersuchungen an PAI-1-Knockout-Tieren in Widerspruch
mit der Theorie, dass vor allem das aktive Plasmin eine zentrale Rolle in der
Pathophysiologie spielt. Die I6sliche Form des uPARs (suPAR) ist im
Zusammenhang mit verschiedenen Entitaten wie der FSGS, MCGN oder
allgemein der chronischen Niereninsuffizienz aufgefallen [130, 131]. Der suPAR
wurde zudem auch im Zusammenhang mit der Zellmotilitat im Rahmen von
Tumorerkrankungen untersucht [132]. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass

der suPAR [3-Intgerine in den Podozyten aktiviert. Dadurch kam es zur
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Reduktion der FulRfortsatze, anschlielend zur Proteinurie und einem FSGS-
ahnlichen Bild [133]. Bezuglich der intrazellularen und zytoskelettalen Vorgange
kristallisiert sich eine zentrale Rolle der bereits genannten Integrine 31 und 33
heraus. Integrine sind unter anderem fur die Zelladhasion verantwortlich. Mause
mit genetisch induzierter B1-Defizienz entwickelten innerhalb der ersten drei

Wochen nach Geburt eine massive podozytare Dysfunktion [134].

Es existiert mit dem Rezeptor Plg-Rkt eine weitere Bindungsmaoglichkeit fur Plg.
Dieser Rezeptor wurde unter anderem auf Makrophagen, Thrombozyten aber
auch auf Podozyten nachgewiesen [135]. Der Plg-Rkt ist zudem im Glomerulus
raumlich mit dem uPAR assoziiert [27, 28]. So konnte Plg zunachst an den PIg-
Rkt binden und so auf den uPAR oder auch direkt auf die jeweilige Zelle Einfluss
haben. Ein weiterer Rezeptor, der im Rahmen der Doxorubicin-induzierten
Nephropathie untersucht wurde, ist der Protease-aktivierte Rezeptor 1 (PAR1).
Die Blockade des PAR1 fuhrte zu einer Verminderung des Podozyten-Schadens
und einer geringeren Supprimierung der Expression der zytoskelettalen
Bestandteile Nephrin und Podocin [136]. AufRRerdem wurde bei in vitro
Untersuchungen am PAR1 festgestellt, dass dessen Aktivierung zu einer
Erhdhung der Podozyten-Motilitat fuhrt [137]. Die Aktivierung gelang dabei durch
Plasma von Patienten mit einer FSGS. Es wird diskutiert, dass in diesem Plasma
manche Proteasen aktiver sein und in der Folge zur FSGS flhren konnten. Es
wurde dabei herausgefunden, dass durch die PAR1-Aktivierung vermehrt das
Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein (VASP) phosphoryliert wird [137]. Dies
fuhrte zur Desorganisation des Aktins und storte die zytoskelettale Struktur.
Sowohl die PAR1-Inhibition als auch eine genetisch induzierte
Funktionseinschrankung von Podocin erwiesen sich als protektiv. Somit scheint
Podocin eine Verbindung zwischen PAR1-Signal und VASP-Phosphorylierung
darzustellen. Diese Ergebnisse stehen mit den erhobenen Ergebnissen der
Plg’-Mause nach Doxorubicin-Injektion grundsatzlich in Einklang. Allerdings
bleibt die fehlende Differenzierung zwischen PIg- und Plasminwirkung ein
Diskussionspunkt. Sowohl eine denkbare Aktivierung durch Plasmin als auch
eine direkte Signalwirkung Uber einen Plg-Rezeptor wirde durch die Plg-

Defizienz im Doxorubicin-Modell dieser Arbeit unterbunden werden. Die bisher
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untersuchten Rezeptoren sind jedoch entweder selbst fahig Plg zu Plasmin
umzusetzen oder sind mit entsprechenden aktivierenden Rezeptoren assoziiert.
Kitching et al. untersuchten diesbezlglich die Rolle des Plg-Systems im Modell
der unilateralen Ureterobstrukion der Maus. Auch sie kamen zu dem Schluss,
dass das Plg-System einen verstarkenden Effekt auf die Pathogenese hat.
Neben dem Ergebnis, dass Plasmin die Inflammation durch Makrophagen
forderte, kamen sie zu dem Schluss, dass andere Komponenten des Plg-
Systems wie der PAI-1, der uPAR oder der tPA unabhangig von einer PIg-
Aktivierung zu Plasmin, einen fibrosierenden Effekt haben [138]. Anzumerken ist,
dass eine vorherige Studie dieser Arbeitsgruppe Hinweise auf protektive Effekte
des Plg-Systems bezuglich der Fibrosierung und der glomerularen Inflammation
in einem Modell der Rapid-progressiven Glomerulonephritis ergab [139]. Diese
Ergebnisse relativierten die Autoren jedoch durch die genannte Folgestudie und
betonten die schadigende Funktion des Plgs durch eine Forderung der
Fibrosierung [138].

4.2.5 Zusammenschau der Ergebnisse

In der Zusammenschau flhrt dies zu der Vermutung, dass die Funktionen
einzelner Bestandteile des Plg-Systems in der Pathophysiologie der
glomeruléren Schadigung nicht zwingend mit den Funktionen im Rahmen der
Fibrinolyse Ubereinstimmen missen. Es mussen die unterschiedlichen Studien
zur Rolle des Plg-Systems hinsichtlich mehrerer Faktoren differenziert werden,
um die Ergebnisse besser bewerten zu kdnnen. So ergeben sich bereits durch
die verschiedenen Modelle mdgliche Unterschiede. Im Rahmen der Anthrazyklin-
induzierten Nephropathien ist die Rolle der DNA-Schadigung von zentraler
Bedeutung. So konnte durch unsere Arbeitsgruppe im Anschluss an die
Untersuchungen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die gewunschten renalen
Auswirkungen neben der Plg-Wirkung obligat vom Einzelnukleotid-
Polymorphismus im Prkdc-Gen abhangig sind, das fir ein DNA-Reparaturenzym
codiert [113]. In den genannten anderen Studien wurden teilweise andere
pathophysiologische Grundprinzipien zur Induktion des glomerularen Schadens

genutzt, wie beispielsweise die diabetische Nephropathie oder antikdrperbasierte
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Modelle wie das Anti-GBM-Modell. So werden jeweils eigene
pathophysiologische Kaskaden zu Grunde liegen, deren Gemeinsamkeiten und

Unterschiede es zu identifizieren gilt.

Hinsichtlich des ursprunglichen Ziels, die Rolle des Plgs im Rahmen der
Odementstehung zu untersuchen, kann entsprechend der Plg-Abhangigkeit des
Doxorubicin-Modells festgehalten werden, dass die Plg*--Mause den gleichen
Verlauf wie die Wildtypen zeigten. Eine Halbierung der Plg-Konzentration im Blut
fuhrt zu einer geringeren Plasmin(ogen)urie, die Na*-Retention und die
Gewichtszunahme im Rahmen des nephrotischen Syndroms waren allerdings
gleichermallen ausgepragt. Allerdings konnte im nephrotischen Urin der Plg*--
Mause auch keine signifikant niedrigere Plg-Konzentration als bei den Wildtypen
festgestellt werden. Es ist jedoch anzunehmen, dass sich dieser Unterschied bei
grolRerer Probenzahl als signifikant herausgestellt hatte, da ein signifikanter
Unterschied der Plg-Konzentration im Plasma vorlag. Des Weiteren ist ein
Ergebnis dieser Arbeit, dass die Halbierung der Plg-Konzentration im Blut der
Plg*--Tiere keinen Einfluss auf die induzierte Proteinurie, als zentralen Marker
des glomerularen Schadens, hatte. Indirekte Hinweise dafiir, dass Plg und
Plasmin nicht die entscheidenden Faktoren in der Odementstehung sind, finden
sich bei uPA-Knockout-Mausen im Doxorubicin-Modell. Im nephrotischen Urin
dieser Tiere konnte nahezu keine Plasminaktivitat festgestellt werden, sie zeigten
aber dennoch die ausgepragte Gewichtszunahme der Wildtyp-Tiere. Dies

unterstreicht zudem die Bedeutung des uPA in der Plg-Aktivierung [117].

4.3 Ausblick

Um die genauen Ablaufe zu verstehen, die von der initialen Doxorubicin-Injektion
zum letztendlichen Untergang der glomerularen Filtrationsbarriere und der
Entwicklung des nephrotischen Syndroms und der Odeme fiihren, ist fiir weitere
Arbeiten eine Differenzierung der einzelnen Faktoren notwendig. Zu bedenken
sind unter anderem die vielen moglichen Rezeptoren, an die Plg binden kann.
Eine gesteigerte endotheliale Expression von Histon H2B als Folge des

Doxorubicins und eine anschliel3ende Bindung des PIgs kann postuliert werden.
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Weitere Rezeptoren und die weiteren Mechanismen, die die jeweilige Rezeptor-
Bindung bewirken, gilt es zu untersuchen. In diesem Kontext ergibt sich die schon
aufgeworfene Frage der Relevanz der Plg-Aktivierung zu Plasmin. Um dies zu
untersuchen konnten Versuche erfolgen, in denen parallel zur Gabe des
Doxorubicins auch die Plasmin-Inhibitoren wie Aprotinin oder Amilorid
verabreicht werden, die in anderen Arbeiten die glomerulare Schadigung
signifikant senken konnte. Zentral ist zudem die Rolle des Endothels und der
Podozyten naher zu beleuchten. Vorstellbar ware zum Beispiel auch eine
Bindung des Plgs an die Podozyten zu anderen Zeitpunkten, als die in dieser
Arbeit gewahlten, zu untersuchen. Weitere Fragen ergeben sich bezuglich der
gegenseitigen Kommunikation der genannten Zellen und der intrazellularen
Ablaufe, insbesondere die Auswirkungen auf das Zytoskelett. Aullerdem sollten
die einzelnen Komponenten des Plg-Systems (Plg, Rezeptoren, Aktivatoren,
Inhibitoren) fur jedes Modell getrennt betrachtet werden, um jeweils eine
maoglichst spezifische Rolle in der pathophysiologischen Kaskade zuweisen zu

konnen.

Bezuglich der Odementstehtung sollte in Zukunft die Rolle weiterer Proteasen,
beispielsweise durch genetische Defizienz, in vivo untersucht werden. P-KLK
allein spielt nach den Ergebnissen dieser Arbeit keine entscheidende Rolle.
Bezuglich der Rolle von Plg/Plasmin bei der Odementstehung muss auf Plg-
unabhangige Modelle bezlglich der Induktion des nephrotischen Syndroms
zuruckgegriffen werden. In Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe war PIg in
einem genetischen Modell per induzierbarem Podocin-Knockout beispielsweise
nicht entscheidend fur die Odementstehung [140]. Zu bedenken ist auRerdem die
Méglichkeit, dass mehrere Proteasen zusammen fir die Odementwicklung
verantwortlich sein kdnnten. Potenzielle Proteasen sind die, bei denen die
Fahigkeit den ENaC zu aktivieren schon in vitro nachgewiesen wurde. Ein
weiteres Charakteristikum stellt die Inhibierbarkeit durch Aprotinin dar, da durch
dessen Gabe die Odembildung verhindert werden konnte [80]. Um weitere
madgliche Proteasen zu finden, kdnnten zudem Proteom-Analysen nephrotischen

Urins sowohl von Menschen als auch von Mausen hilfreich sein [62].
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5 Zusammenfassung

Die zentralen Befunde des nephrotischen Syndroms stellen eine massive
Proteinurie durch einen Podozytenniedergang sowie eine ausgepragte
Odembildung dar. Aberrant filtrierte Proteasen geraten hinsichtlich der
Pathomechanismen dabei vermehrt in den Fokus. Diese Dissertation befasste
sich mit den Serinproteasen Plasminogen und Plasma-Kallikrein im Rahmen des
Doxorubicin-induzierten nephrotischen Syndroms der Maus. Beide Proteasen
koénnen in vitro die Na*-Retention durch Aktivierung des ENaCs steigern. Daher
wurde durch Knockout-Mause fur die jeweilige Protease untersucht, ob eine
Proteasen-Defizienz zu einer geringeren Retention und Gewichtszunahme fuhrt.
Da das Plg-System zudem zunehmend mit dem glomerularen Schaden in

Verbindung gebracht wird, lag auf diesem Aspekt ein weiteres Augenmerk.

Die klkb1/-Mause zeigten den typischen Verlauf des nephrotischen Syndroms,
sodass geschlussfolgert werden konnte, dass p-KLK kein essenzieller Faktor in
der Odementstehung ist. Auch zur Aktivierung des Plgs zu Plasmin trug p-KLK
keinen signifikanten Anteil bei. Die Plg”-Mause hingegen entwickelten nicht die
notwendige Proteinurie, um von einem nephrotischen Syndrom zu sprechen. Die
Rolle des Plgs in der Odementstehung konnte daher nicht untersucht werden.
Dass die Plg”--Mause vor der Wirkung des Doxorubicins geschiitzt waren, zeigte
sich auch im Langzeitverlauf und deutet auf eine signifikante Rolle des Plgs im
Rahmen der glomerularen Schadigung hin. Eine Interaktion zwischen Plg und
Glomerulus konnte histologisch auf der Seite des Endothels nachgewiesen
werden. Diese Bindung konnte durch eine kurzzeitige Plg-Substitution nicht
erreicht werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass der Plg-Rezeptor Histon
H2B nach Gabe von Doxorubicin vermehrt im Glomerulus exprimiert wird. Die
Lokalsation des Histon H2B an der endothelialen Zelloberflache entsprach dabei
der des PIgs, sodass von einer Bindung an diesem Rezeptor auszugehen ist.
Doxorubicin setzt somit eine Kaskade in Gang, die Plg und die glomerularen
Endothelzellen miteinbezieht und letztlich zum Podozytenuntergang und dem

Auftreten einer nephrotischen Proteinurie flhrt.
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