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Einleitung

1  Einleitung

1.1  Aufbau und Funktion der Niere

Die Nieren sind paarig angelegte Organe mit vielfaltigen Funktionen. So dienen sie nicht
nur als Ausscheidungsorgane und erfiillen somit eine wichtige Entgiftungsfunktion, sie
sind zudem auch maRgeblich an der Regulation des Volumenhaushalts beteiligt. Nicht zu
vernachlassigen ist auch ihre Funktion als Bildungsort unterschiedlicher endokrin
wirksamer Substanzen wie Renin, Erythropoetin und Calcitriol, wodurch die Nieren
Blutdruck, Blutbildung und Calciumstoffwechsel beeinflussen (Deetjen und Alzheimer
2005).

Jede Niere ist von einer dinnen, bindegewebigen Kapsel umgeben und unterteilt in
Nierenrinde (Cortex renalis) und Nierenmark (Medulla renalis). Eine grobe
Differenzierung beider Gewebeanteile ist bereits makroskopisch mdglich (Kahle et al.
2009).

Abbildung 1: Mit dem 2-Photonenmikroskop aufgenommener Kachelscan -eines
Nierenschnittes Die Abbildung zeigt einen Transversalschnitt durch die Niere einer Pgk1-Cyclin
B1-GFP transgenen Maus.
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Die genaue Abgrenzung von Cortex und Medulla ist makroskopisch nicht moglich.
Definiert wird diese Grenze blicherweise durch den Verlauf der renalen Bogenarterien
(Carretero et al. 2017). Uber 20 hochspezialisierte Zelltypen ermdglichen es der Niere,
ihre vielfaltigen Aufgaben zu erfullen (Siegenthaler und Amann-Vesti 2006). Die
funktionelle Untereinheit bildet dabei das Nephron. Die dazu gehorigen Glomeruli sind
im Cortex lokalisiert, genau wie die S1- und S2-Segmente der proximalen Tubuli. Die
S3-Segmente dagegen befinden sich in der duReren Medulla, die Henle-Schleife zieht bis
in die innere Medulla, um von dort wieder in Richtung des Cortex zu verlaufen, wo sie in
den distalen Tubulus (bergeht. Dieser fuhrt wiederum ins Innere der Niere, um

schlieBlich ins Sammelrohr zu miinden, das in der Nierenpapille endet (McMahon 2016).

Distaler Tubulus

Bowman-Kapsel
(Pars convoluta)

mit Kapillarknéuel

Proximaler Tubulus
(Pars convoluta)

Medulla

B L PR P e PO EPPPPREPRPPS .

Proximaler Tubulus

(Pars recta) Distaler Tubulus

(Pars recta) Sammelrohr

Intermediarer Tubulus
(diinner absteigender Ast
der Henle-Schleife) =

Intermediarer Tubulus
(diinner aufsteigender Ast
der Henle-Schleife)

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Nephrons

1.2  Entwicklung der Niere
Die Entwicklung der Niere ist nicht bei allen Sdugetieren zum gleichen Zeitpunkt

abgeschlossen. So kommt der Mensch mit bereits vollstandig entwickelten Nieren auf die
Welt, wéhrend das Organ bei anderen Arten erst post partum ausreift. Die Angaben in der

Literatur bezlglich der Vollendung der Entwicklung bei Mausen und Ratten gehen leicht
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auseinander. Sie schwanken zwischen 3-7 Tagen post partum (Sequeira Lopez und
Gomez 2011) und einigen Wochen nach der Geburt (McMahon 2016).

1.3 Regenerationspotential der Niere

Die Zellteilungsrate in der gesunden adulten Niere ist grundsatzlich sehr niedrig.
Dennoch scheint ein grofRes Regenerationspotential als Reaktion auf akute Schadigung
zu bestehen. Die hochste Zellteilungsrate scheinen Zellen der S3-Segmente der
proximalen Tubuli aufzuweisen, weshalb viele Studien sich auf diesen Teil der Niere
konzentrieren, um die Grundlagen ihres regenerativen Potentials zu klaren (Anglani et al.
2010). Der Ursprung der Zellen, die zu Grunde gegangene Tubulusepithelzellen ersetzen,
ist nach wie vor unklar. So gibt es drei verschiedene denkbare Mdglichkeiten. Zum einen
ist es vorstellbar, dass die Tubuluseptithelzellen selber (iber Teilungspotential verfligen
und bei Verlust von Epithelzellen diese ersetzen kénnen (Vogetseder et al. 2005). Eine
weitere Mdoglichkeit besteht darin, dass mesenchymale Zellen bei Bedarf aus dem
Interstitium einwandern, sich in den Zellverband im Tubulus integrieren und dort zu
Tubulusepithelzellen ausdifferenzieren (Oliver et al. 2004). AulRerdem ist es denkbar,
dass extrarenale Zellen an der Regeneration beteiligt sind (Kale et al. 2003; Poulsom et
al. 2001).

1.3.1  Nierenpapille als Stammzellnische

Letztlich sind alle Zellen in der Niere abgeleitet von zwei verschiedenen Progenitorzellen.
So stellt die Ureterknospe den Urspung aller Epithelzellen des Sammelrohres dar,
wéhrend die Gesamtheit der Epithelzellen der Nephrone und das renale Endothel von
mesenchymalen Zellen des Metanephrons abstammen. Die Tatsache, dass diese
mesenchymalen Zellen sich in die verschiedenen Epithelzelltypen ausdifferenzieren, lasst
die Vermutung zu, dass auch in der adulten Niere eine Stammzellpopulation existiert (Al-
Awgqati und Oliver 2002). Einige Daten legen nahe, dass in der Nierenpapille eine
Population von Zellen existiert, die als Stammzellen dienen und bei Schadigung der Niere
in den Verband der Tubulusepithelzellen einwandern und seine Funktion wieder
herstellen. Stammzellen sind unter anderem dadurch charakterisiert, dass sie langsam
proliferieren und hdufig in spezifischen Bereichen der Organe lokalisiert sind, wo sie vor

schadigenden Einfliissen geschutzt sind (Cotsarelis et al. 1989). So wurde in einer Studie

3
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aus dem Jahr 2004 nachgewiesen, dass es in der Niere, wie in anderen Organen auch,
langsam proliferierende Zellen gibt, die sich vor allem in der Papille befinden. Dies wurde
an jungen Ratten und Mausen getestet, denen Bromdesoxyuridin (BrdU) injiziert wurde.
BrdU wird in die Zelle aufgenommen und wahrend der S-Phase des Zellzyklus in die
DNA eingebaut. Die so markierten Zellen kénnen mittels immunhistochemischer
Untersuchung identifiziert werden und wurden nach einer Wartezeit von mehreren
Monaten fast ausschliel3lich noch in der Nierenpapille gefunden, was darauf schlief3en
lasst, dass in diesem Abschnitt der Niere eine Zellpopulation existiert, die den oben
genannten Charakteristika von Stammzellen entspricht. Weiterhin konnte nachgewiesen
werden, dass diese langsam proliferierenden Zellen als Reaktion auf eine Ischamie in der
Niere zu proliferieren beginnen und die Papille verlassen. Eine Isolation der Zellen mit
anschlieBender Injektion in den Cortex fiihrt dazu, dass sich die Zellen dort in das
Nierenparenchym einftigen (Oliver et al. 2004). Diese Zellen sind in der Lage, in
epitheliale, neuronale sowie weitere Zelltypen zu differenzieren (Al-Awgati und Oliver
2006).

1.3.2  Extrarenale Zellen als Ursprung fur Regeneration

Auch fir die mégliche Beteiligung extrarenaler Zellen an Regenerationsprozessen in der
Niere sprechen einige Daten in der Literatur. Nach einer Knochenmarksspende von
méannlichen an weibliche Méuse konnten in Tubulusepithelzellen der weiblichen
Empfangertiere neben spezifischen Epithelzellmarkern auch Y-Chromosomen
nachgewiesen werden (Poulsom et al. 2001). Diese Erkenntnis stutzt die Hypothese, dass
aus dem Knochenmark stammende Stammzellen einen Beitrag zum Turnover der Zellen
in der Niere leisten kdnnen. Die Schadigung des Nierenparenchyms scheint ein Signal flr
Zellen aus dem Knochenmark zu sein, zum Ort der Schadigung zu migrieren und sich
dort in den Zellverband zu integrieren. So konnte 2003 in einer Studie eine Migration von
Zellen aus dem Knochenmark in die Niere als Folge einer transienten Ischamie gezeigt
werden (Kale et al. 2003). In einer weiteren Studie wurde beta-Galactosidase genutzt, um
Nieren auf das Vorhandensein von hdmatopoetischen Stammzellen zu untersuchen. Beta-
Galactosidase ist eines von mehreren Enzymen, die der Verwertung von Lactose dienen.
Seine Anwesenheit kann gut detektiert werden, da das Enzym in der Lage ist, das
Glykosid X-Gal zu hydrolysieren, was mit einer Blaufarbung einhergeht (Juers et al.

2012). Hamatopoetische Stammzellen wurden von Rosa26-Mdausen isoliert, die beta-

4
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Galactosidase exprimieren und Tieren eines genetisch nicht verénderten Stammes
transplantiert, nachdem diese einer renalen Ischamie mit anschlielender Reperfusion
unterzogen wurden. Vier Wochen spéater konnten mit Hilfe einer X-Gal-Féarbung beta-
Galactosidase-positive Zellen in den Tubuli der Empféngertiere nachgewiesen werden
(Lin 2003).

1.3.3  Regenerationspotential der Tubulusepithelzellen

Auch die Hypothese, dass Tubulusepithelzellen selbst in der Lage sind, zu proliferieren
und somit auch zu Grunde gegangene Epithelzellen ersetzen konnen, wird durch die
Ergebnisse verschiedener Experimente gestiitzt. Uneinigkeit zeigt sich in der Literatur
jedoch hinsichtlich der Frage, ob grundsatzlich alle Tubulusepithelzellen in der Lage sind,
sich zu teilen, oder ob lediglich ein Teil der Zellen eine Art Stammzellpopulation mit der
Fahigkeit zur Zellteilung darstellt (Kramann et al. 2015; Berger et al. 2014). Fir das
Vorhandensein einer Stammzellpopulation innerhalb der Tubulusepithelzellen spricht
beispielsweise eine Studie aus dem Jahr 2003 (Maeshima 2003). Wie oben bereits
beschrieben, wurden sogenannte label-retaining cells, also langsam proliferierende
Zellen, mittels BrdU-Injektion identifiziert. Wéhrend der Regenerationsphase nach
experimentell hervorgerufener Ischamie und Reperfusion begannen diese Zellen zu
proliferieren, was dadurch gekennzeichnet war, dass die betroffenen Zellen Proliferative
Cell Nuclear Antigen (PCNA) exprimierten. Da dieses Protein in erster Linie in den
Zellen gefunden wurde, die mit Hilfe von BrdU als langsam proliferierende Zellen
eingestuft worden waren, wies man diesem Zelltyp ein groferes Potential zur
Proliferation zu (Maeshima 2003). Allerdings wird auch die Vermutung, dass alle
Tubulusepithelzellen bei Bedarf proliferieren konnen, durch die Ergebnisse
verschiedener Studien erhdrtet. In einer Studie aus dem Jahr 2005 wurde der
Differenzierungsgrad der Zellen als Kriterium herangezogen, um Stammzellen von
anderen Zellen im Tubulusepithelzellverband zu unterscheiden. Stammzellen zeigen im
Vergleich einen geringeren Differenzierungsgrad. Hier wurde wiederum jungen
Versuchstieren BrdU injiziert, um einige Wochen spater langsam proliferierende Zellen
identifizieren zu kdnnen. Zudem wurde in den Nieren nach proliferierenden Zellen
gesucht und das Vorhandensein von Differenzierungsmarkern tberprift. Es stellte sich
heraus, dass mitotisch aktive Zellen den gleichen Differenzierungsgrad aufwiesen wie
nicht proliferierende Zellen und dass auch die durch mittels BrdU identifizierten langsam

5
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proliferierenden Zellen ausdifferenziert waren. Dies legt die Vermutung nahe, dass auch
die ausdifferenzierten Tubulusepithelzellen tber die F&higkeit zur Teilung verfugen
(Vogetseder et al. 2005).

Dieser Uberblick zeigt, dass die Frage, auf welche Weise die Niere ihr hohes
regeneratives Potential, insbesondere im Bereich des Tubulusepithels, umsetzt, noch

langst nicht vollstandig geklart ist.

1.4  Zellzyklus

Um sich mit der Zellteilungsaktivitdt und dem Regenerationspotential von Organen zu
beschaftigen, muss man sich zunéchst die Grundlagen des Zellzyklus ins Gedachtnis
rufen. Der Zellzyklus umfasst vier verschiedene Phasen. Der Mitose (M-Phase), in der
die neu gebildeten Chromosomen auf die entstehenden Tochterzellen verteilt werden,
folgt die G1-Phase, wobei das G fiir ,,Liicke* (englisch Gap) steht. In dieser Phase findet
Zellwachstum statt, die Zelle synthetisiert Membranbestandteile und Proteine. Danach
tritt die Zelle in die Synthesephase ein (S-Phase), wahrend der die DNA repliziert wird.
Auf die S-Phase folgt die G2-Phase, in der die Zelle weiter wachst und die nachste Mitose
vorbereitet wird. Im Anschluss an die G1-Phase kann eine Zelle auch in die sogenannte
GO-Phase eintreten, die eine Ruhephase darstellt, aus der die Zelle bei Bedarf wieder in
den Zellzyklus eintreten kann (Engelhardt et al. 2010; Canaud und Bonventre 2014).



Einleitung

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Zellzyklus Auf die Mitosephase (M) folgt die
G1-Phase, in der Membranbestandteile synthetisiert werden. Danach wird die DNA repliziert
(S-Phase), in der G2-Phase findet Zellwachstum statt. Alternativ kann die Zelle in die GO-Phase
eintreten, die eine Ruhephase darstellt, aus der die Zelle wieder in den Zellzyklus eintreten kann.

Der Ablauf des Zellzyklus wird durch eine Vielzahl von Faktoren gesteuert. Eine
fehlerhafte Regulation kann zur Entwicklung eines chronischen Nierenversagens
beitragen. Unter anderem sind drei verschiedene Gruppen von Proteinen daran beteiligt,
dass die Phasen des Zellzyklus nacheinander ablaufen koénnen. Es handelt sich um
Cycline, Cyclin-abhéngige Kinasen und Cyclin-abhéngige Kinase-Inhibitoren (Moonen
et al. 2018).

141  CyclinB1

Die bereits erwahnten Cyclin-abhéngigen Kinasen konnen nur in die Steuerung des
Zellzyklus eingreifen, wenn sie als Komplex mit dem zugehérigen Cyclin vorliegen. Bei
Zellen von Sdugetieren spielen vor allem Cyclin A und Cyclin B eine Rolle (Gavet und
Pines 2010). Bei Méusen ist jedoch lediglich Cyclin B1 fiir die Zellteilung essentiell
(Brandeis et al. 1998). Cyclin B1 ist notwendig fiir den Ubertritt der Zelle von der G2- in
die M-Phase (Ye et al. 2016; Innocente et al. 1999).
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1.4.2  Untersuchung des Zellzyklus

Die Proliferation von Zellen ist ein komplizierter und streng regulierter VVorgang, fur
dessen reibungslosen Ablauf zum einen viele Signalwege innerhalb der Zelle, aber auch
das Milieu aulRerhalb der Zelle eine wichtige Rolle spielen (Conlon und Raff 1999;
Elledge 1996). Proliferierende Zellen kdnnen in situ mit Hilfe von Markern wie BrdU
identifiziert werden, die wahrend des Zellzyklus in die DNA der Zelle aufgenommen
werden und nachtréglich mittels einer entsprechenden immunhistochemischen Féarbung
detektiert werden (Salic und Mitchison 2008). Um nun die Teilung von Zellen
unabhéngig von der Nutzung solcher Marker untersuchen zu kdnnen, wurde ein spezielles
Mausmodell entwickelt, die Pgk1-Cyclin B1-GFP transgene Maus. Tiere dieses Stammes
exprimieren in allen Zellen GFP (green fluorescent protein), die sich in der S-, G2- und
M-Phase des Zellzyklus befinden. Das GFP ist gekoppelt an das Protein Cyclin Bl
(Klochendler et al. 2012). Die Konzentration von Cyclin B1 in der Zelle ist nicht konstant,
sondern schwankt im Verlauf des Zellzyklus. Das Protein ist stabil von der S- bis zur M-
Phase (Brandeis und Hunt 1996). Danach wird durch eine Ubiquitin-Ligase katalysierte
Ubiquitinierung des Cyclins sein Abbau initiiert, sodass in den anderen Phasen des
Zellzyklus kein Cyclin B1 und somit auch kein GFP vorliegt (Sudakin et al. 1995). Bei
den fur die vorliegende Arbeit genutzten Tieren handelt es sich um eben diese Pgk1l-

Cyclin B1-GFP transgenen Méuse.

1.5  Zellteilungsaktivitat in der Niere

Die Niere hat im Vergleich zu anderen Organen einen geringen Regenerationsbedarf, die
Proliferationsrate ist wesentlich niedriger als in anderen Organen (Strehl et al. 2002).
Uber den Urin werden beim erwachsenen Menschen pro Tag etwa 70000 Zellen des
tubuldren Systems ausgeschieden, was in etwa einer Zelle pro Nephron pro Tag entspricht
(Prescott 1966). In der gesunden Niere proliferieren weniger als 1% der
Tubulusepithelzellen (Moonen et al. 2018), andere Studien deuten sogar auf einen noch

niedrigeren Proliferationsindex hin (Nadasdy et al. 1994).

1.5.1  Zellteilungsaktivitat in unterschiedlichen Altersstufen

Uber die Entwicklung der Proliferationsrate im Laufe des Lebens liefert die Literatur sehr

unterschiedliche Angaben. So wurde in einer Studie aus dem Jahr 2000 an F344-Ratten
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gezeigt, dass die Teilungsrate der Tubulusepithelzellen im Alter von 6-10 Monaten am
hdchsten war und danach wieder abnahm (Cardani und Zavanella 2000). In eine andere
Richtung deutet das Ergebnis einer Untersuchung aus dem Jahr 2007, das eine hohe
Proliferationsrate besonders bei jlngeren Tieren (5 Wochen) nachwies, wéhrend bei
alteren Tieren (15-70 Wochen) kaum noch Teilungsaktivitat zu beobachten war (Enoki
et al. 2007). Einige Daten legen die Vermutung nahe, dass es mit zunehmendem Alter
einen Abfall der Proliferationsrate der Tubulusepithelzellen gibt, der auch mit einer
Verringerung des Regenerationspotentials nach akuter Schadigung des Epithels
einhergeht (Schmitt und Cantley 2008).

1.5.2  Pharmakologische Beeinflussung der Zellteilung

Neben der Entwicklung der Zellteilungsaktivitat in der gesunden Niere mit
fortschreitendem Lebensalter sollten in der vorliegenden Arbeit auch Mdglichkeiten einer
pharmakologischen Beeinflussung des proliferativen Potentials renaler Zellen untersucht

werden. Einen Anhaltspunkt hierfir stellte das Angiotensin Converting Enzyme dar.

1.5.21  Angiotensin Converting Enzyme

Das Angiotensin Converting Enzyme (ACE) ist ein wichtiger Bestandteil des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems, das der Regulation des VVolumenhaushaltes dient und
somit auch den Blutdruck beeinflusst. Ein Volumenmangel resultiert in einer vermehrten
Freisetzung von Renin aus den Zellen des juxtaglomeruldaren Apparates. Das Renin
spaltet Angiotensin | aus dem Vorlaufermolekil Angiotensinogen ab und das Angiotensin
| wird letztlich durch ACE in Angiotensin Il umgewandelt. Angiotensin Il bewirkt eine
Vasokonstriktion und flhrt zur Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde.
Aldosteron sorgt fur eine vermehrte Natrium- und Wasserretention in der Niere (Klinke
et al. 2005).

Neben der Funktion im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System erfillt ACE jedoch auch
weitere, weniger gelaufige Funktionen. So spielt es eine Rolle fir die Signaltransduktion
von Endothelzellen, indem es die Aktivitit einer ACE-assoziierten Casein-Kinase 2
(CK2) beeinflusst (Kohlstedt et al. 2004), nimmt Einfluss auf die Expression der
Cyclooxygenase 2 in Endothelzellen (Kohlstedt et al. 2005) und ist in der Lage, Ca?*-

Signalwege zu aktivieren, indem es als Rezeptor fur Angll fungiert (Guimaraes et al.
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2011). Ca2*-abhangige Signale, insbesondere im Nukleus, sind an der Regulation der
Proliferation beteiligt (Rodrigues et al. 2007). In einer Studie aus dem Jahr 2016 konnte
ein Zusammenhang zwischen der Aktivitat von ACE und Ca2*-gesteuerter Proliferation
von Zellen nachgewiesen werden (Alvarenga et al. 2016).

15211 ACE-Hemmer

ACE-Hemmer kommen bei der Behandlung der arteriellen Hypertonie haufig zum
Einsatz. Ihr Wirkprinzip beruht darauf, dass sie an Aminosaurereste und das Zinkion der
katalytischen Einheiten des Enzyms binden und somit verhindern, dass die Substrate
umgesetzt werden. So kann keine Umwandlung von Angl zu Angll mehr stattfinden
(Freissmuth et al. 2016). Ein Beispiel aus der Gruppe der ACE-Hemmer ist Enalapril.
Wie die meisten ACE-Hemmer wird es nach oraler Einnahme erst durch Metabolisierung
in der Leber in seine wirksame Form, das Enalaprilat, umgewandelt (Gomez et al. 1985).
In verschiedenen Studien wurden weitere Wirkungen von Enalapril, abgesehen vom
blutdrucksenkenden Effekt, untersucht. Unter anderem scheint der ACE-Hemmer auch
Einfluss auf die Proliferation von Zellen zu haben. So fiihrt eine Behandlung mit ACE-
Hemmern dazu, dass das nach partieller Nephrektomie erfolgende und durch Proliferation
und Akkumulation von Kollagen bedingte Wachstum des Nierenrestes vermindert wird,
bzw. ganz ausbleibt (Krivosikova et al. 1999; Kakinuma et al. 1992). Auch die
Entwicklung der Niere wird durch die Hemmung des Enzyms beeinflusst. Eine
zweiwochige Behandlung neugeborener Ratten mit Enalapril bewirkt eine verminderte
Expression von Transforming Growth Factor 1 (TGFB1) und Epidermal Growth Factor
(EGF) und resultiert in einem reduzierten Korper- und Nierengewicht verglichen mit

gleichalten Kontrolltieren (Yoo et al. 1997).

1.6 Unilaterale Nephrektomie

Da es sich bei der Niere um ein paarig angelegtes Organ handelt, ist der teilweise oder
vollstandige Verlust einer Niere, sei es beispielsweise durch eine Nierenspende oder eine
operative Entfernung aufgrund eines Tumors oder einer sonstigen Erkrankung, weiterhin
mit dem Leben vereinbar. Um in der Lage zu sein, den Verlust zu kompensieren,
unterliegt die verbleibende kontralaterale Niere gewissen Veranderungen. Als Modell zur
Untersuchung dieser VVorgéange dient die Durchftihrung einer einseitigen Entfernung einer

Niere, die unilaterale Nephrektomie.
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1.6.1 Kompensatorische Hypertrophie

Lange, Durchmesser und Masse der kontralateralen Niere nehmen nach unilateraler
Nephrektomie zu (Bohlouli et al. 2010; Chen et al. 2016). Nicht ganz eindeutig dagegen
sind die Daten in der Literatur hinsichtlich der Frage, ob dieses Wachstum durch eine
Hypertrophie oder durch eine Hyperplasie der Zellen der verbleibenden Niere zu erklaren
ist (Johnson und Vera Roman 1966). Bei der Hypertrophie handelt es sich um eine
Volumenzunahme in Folge einer Erhdhung der ZellgroRe durch Synthese von zelluléren
Strukturen ohne dass es zur Mitose kommt, wahrend der Volumenzunahme durch
Hyperplasie eine Erhohung der Zellzahl zugrunde liegt (Siegenthaler und Amann-Vesti
2006). Viele Studien deuten in die Richtung, dass eher eine GrélRenzunahme als eine
Erhéhung der Zellzahl (Hyperplasie) stattfindet. So werden 75-80% der
Volumenzunahme hypertrophischen VVerénderungen zugeschrieben (Bridges et al. 2016).
Diese Annahme wird vor allem dadurch gestiitzt, dass es nach unilateraler Nephrektomie
zwar zu einer Zunahme der Masse der verbleibenden Niere kommt, nicht aber zur Bildung
neuer, funktionsfahiger Nephrone. Die Nephronanzahl bleibt nach Entfernung einer Niere

im verbleibenden Organ unveréndert (Larsson et al. 1980).

1.6.2 Hyperplasie der Zellen in der kontralateralen Niere

Allerdings wird auch die Annahme, dass beim kompensatorischen Wachstum der
kontralateralen Niere nach unilateraler Nephrektomie die Hyperplasie eine grofiere Rolle
spielt, durch Daten in der Literatur gestiitzt. 1967 wurde der Mitoseindex von
Nierenzellen mit Hilfe einer Thymidin-Markierung gemessen und die Daten von nicht
operierten Ratten mit denen von Tieren verglichen, die einer unilateralen Nephrektomie
unterzogen wurden. Zudem wurden juvenile adulten Tieren gegenliber gestellt. Die
Nephrektomie hatte bei beiden Altersgruppen eine erhdhte Mitoserate zur Folge (Phillips,
Leong 1967).

In einer weiteren Studie wurde das RNA/DNA-Verhaltnis herangezogen, um die
Wachstumsrate der Niere zu beurteilen. Sowohl bei wachsenden als auch bei adulten
Tieren zeigte sich ein Anstieg des RNA/DNA- Verhéltnisses, der jedoch in beiden
Gruppen auf den Cortex beschréankt war. Da der Anstieg bei adulten Tieren deutlich

groRer war als bei juvenilen, bei den jungeren Tieren aber die Zunahme der Masse
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insgesamt hoher war als bei den erwachsenen (Dicker und Shirley 1971), schloss man
darauf, dass zumindest bei jungeren Tieren auch eine Zellhyperplasie zum
kompensatorischen Wachstum beitragen muss (Dicker und Shirley 1973).

Das kompensatorische Wachstum der kontralateralen Niere nach unilateraler
Nephrektomie wurde also bisher sowohl durch Hypertrophie als auch durch Hyperplasie

oder eine Kombination aus beidem beschrieben.

1.7  Glomeruléare Filtrationsrate

Mit der wichtigste Marker, den man bestimmen kann, um Rickschlisse auf die
Nierenfunktion zu ziehen, ist die glomeruldre Filtrationsrate (GFR). Sie gibt die Menge
an Plasma an, die pro Minute von den funktionsfahigen Glomeruli filtriert wird (Ghosh
und Collier 2012). Eine verminderte Filterleistung kann Stérungen der Elektrolytbalance
und des Flussigkeitshaushaltes im Korper zur Folge haben. Um die GFR zu bestimmen,
wird die Clearance einer Substanz aus dem Plasma untersucht. Bei Verwendung einer
Substanz, die frei filtrierbar ist und weder sezerniert noch riickresorbiert wird, entspricht
die GFR der Clearance dieser Substanz (Stevens und Levey 2009; Pasala und Carmody
2017). Nachdem friher Inulin, ein frei filtrierbares pflanzliches Polysaccharid, flr die
Messung genutzt wurde, greift man heute wegen seiner besseren Loslichkeit eher auf
Fluorescein- Isothiocyanate- Sinistrin (FITC-Sinistrin) zurlck (Pill et al. 2005).

Auch nach unilateraler Nephrektomie findet die Messung der GFR Anwendung, um die
Funktion der kontralateralen Niere zu tiberwachen. Die Funktion der verbleibenden Niere
wird gesteigert, um den durch die Entfernung des Organs bedingten Verlust von
Nephronen zu kompensieren (Funahashi et al. 2011). Die Daten in der Literatur
hinsichtlich der Frage, ab welchem Zeitpunkt und wie ausgepragt diese Kompensation
sich auch in der GFR bemerkbar macht, variieren jedoch stark. So variieren die Angaben
Uber die Hohe des Anstiegs zwischen 70% (Kim et al. 2010) und um die 20% im
Vergleich zum Ausgangswert (Chen et al. 2012). Der Beginn der Verénderungen zeigt
sich einigen Autoren zu Folge bereits nach weniger als einer Woche (Strandgaard et al.
1988), andere wiederum sehen ihn erst einige Monate nach der Operation (Kim et al.
2010). Obwohl also der Zeitpunkt post OP, ab dem eine messbare Erhéhung der GFR
vorliegt, nach wie vor nicht genau bekannt ist und auch die Hohe des Anstiegs noch nicht
genau definiert ist, ist die Messung der GFR unbestritten ein wichtiges Instrument, um

einen Uberblick Uiber die Nierenfunktion zu erhalten.
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1.8  Multiphotonenmikroskopie

Um das proliferative Potential renaler Zellpopulationen zu untersuchen, wurde in der
vorliegenden Arbeit die Technik der Multiphotonenmikroskopie genutzt. Diese
ermoglicht die Untersuchung funktioneller und morphologischer Gegebenheiten in den
Nieren lebender Tiere und stellt somit ein wichtiges Instrument dar, um offene Fragen
hinsichtlich der in der Niere ablaufenden Prozesse zu klaren (Hato et al. 2017).

Die Grundlage der Fluoreszenzmikroskopie beruht darauf, dass ein Fluorophor durch
Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenldénge vom energiearmen Grundzustand So
auf ein energiereicheres Level S; angehoben wird. Bei der Riickkehr des Molekils in
seinen urspriinglichen Zustand wird Fluoreszenz emittiert und der Ubergang zwischen
den Energieniveaus somit sichtbar. Da das Elektron aber vor der Rlckkehr zum
Grundzustand So strahlungsfrei vom Level S; auf ein energiedrmeres Level S; féllt und
erst dann in seinen Grundzustand zurtickkehrt, ist das Emissionslicht energiearmer und
somit langwelliger als das kurzwelligere und energiereichere Absorptionslicht. Die als
Stokes-Verschiebung bezeichnete Differenz zwischen den Wellenldangen wird dazu
genutzt, Anregungslicht und emittiertes Licht im Strahlengang zu trennen (Sanderson et
al. 2014). Um die Entstehung unscharfer Bilder durch die Anregung von Fluorophoren
aullerhalb des Brennpunktes zu vermeiden, werden in der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie Lochblenden genutzt, die das emittierte Fluoreszenzlicht
bindeln und nur einen Anteil davon zum Detektor gelangen lassen. Dies macht die
Entstehung kontrastreicher Bilder mdglich (Oheim et al. 2006).

Die Basis fur die Entwicklung der Multiphotonen-Mikroskopie legte Maria Goeppert-
Mayer bereits 1931. Sie entdeckte den Ubergang von einem Molekiil in den angeregten
Zustand durch die simultane Absorption von zwei Photonen (Goppert-Mayer 1931).
Diese Entdeckung wird heute fir die Fluoreszenzmikroskopie genutzt. Hier erfolgt die
Anregung des Fluorophors nicht mit einem, sondern mit zwei Photonen, die gemeinsam
die ndtige Energie aufbringen, um das Elektron auf das hdhere Energielevel anzuheben.
Um dies zu gewahrleisten, mussen die beiden Photonen innerhalb einer bestimmten Zeit
auf das anzuregende Elektron treffen. Eine hohe Photonendichte ist nétig, um dieses
Ereignis wahrscheinlich zu machen. Diese wird durch die Verwendung von gepulstem
Licht erzeugt. Die Fokussierung des Laserstrahls durch ein Objektiv mit hoher

numerischer Apertur (Vermdgen eines Objektes, Licht zu biindeln) tragt zusatzlich dazu
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bei, das gemeinsame Auftreffen von zwei Photonen wahrscheinlicher zu machen. Da die
Wahrscheinlichkeit, dass zwei Photonen gleichzeitig auf das anzuregende Elektron
treffen quadratisch abnimmt mit zunehmender Entfernung vom Fokuspunkt (Bianco und
Diaspro 1989), ist der Bereich, in dem dies uberhaupt stattfinden kann, so klein, dass bei
dieser Art der Mikroskopie keine Lochblende genutzt werden muss (Diaspro et al. 2006).
Die Nutzung von langwelligem Licht zur Anregung von Fluorophoren bietet einige
Vorteile im Vergleich zur Einphotonenmikroskopie. Es dringt weiter ins Gewebe ein und
erlaubt somit die Untersuchung von tiefer liegenden Gewebeschichten. Zudem ist es
energiedrmer und geht deswegen mit einer geringeren Phototoxizitdt einher. Die
Anregung von Elektronen ist auf die Fokusebene beschrankt und erlaubt daher die
Entstehung kontrastreicher Bilder ohne Nutzung einer Lochblende (Schiel3l et al. 2016).
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2  Fragestellung

Der gesunden Niere wird im Vergleich zu anderen Organen eine geringe
Proliferationsrate nachgesagt. Die Daten in der Literatur hinsichtlich der Entwicklung
dieser Zellteilungsaktivitdt mit steigendem Lebensalter gehen weit auseinander.
Genauere Kenntnis uber die Proliferation von Nierenzellen zu gewinnen, ist auch im
Hinblick auf mogliche Mechanismen der Regeneration im Falle einer Schadigung des
Nierengewebes relevant.

Fur die vorliegende Arbeit stand mit der Pgkl-Cyclin B1-GFP transgenen Maus in
Kombination mit der modernen Technik der 2-Photonen-Mikroskopie ein geeignetes
Modell zur Verfiigung, um einen Uberblick (ber die Entwicklung der
Zellteilungsaktivitét in der Niere im Laufe des Lebens zu erstellen, ohne auf die Nutzung
von Proliferationsmarkern zurtickgreifen zu missen. Zunachst sollten also folgende

Fragen beantwortet werden:

e Andert sich die Proliferationsrate der Zellen in Nieren adulter Mause mit
fortschreitendem Lebensalter?

e Wenn ja, beschrénken sich diese Veranderungen auf bestimmte Kompartimente
der Niere?

e Welche Zellen verfugen ber proliferatives Potential?

e Lasst sich die Proliferationsrate renaler Zellen pharmakologisch beeinflussen?

Die Auswirkungen einer unilateralen Nephrektomie auf die Zellteilungsaktivitét in der
kontralateralen Niere werden in der Literatur ebenfalls kontrovers diskutiert. Die
Ergebnisse verschiedener Studien variieren in dieser Fragestellung stark, sodass noch
nicht endgultig geklart ist, ob es Uberhaupt zu einer vermehrten Zellteilungsaktivitét

kommt. Diesbeziglich ergaben sich fiir die vorliegende Arbeit also folgende Fragen:

e Hat eine unilaterale Nephrektomie eine Veranderung der Proliferationsrate der
Zellen in der kontralateralen Niere zur Folge?

e \Wenn ja, welche Zelltypen sind von diesen Veranderungen betroffen?

e Hat das Lebensalter einen Einfluss darauf, ob und inwiefern sich die
Proliferationsrate renaler Zellen in der verbleibenden Niere nach unilateraler

Nephrektomie andert?
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Material und Methoden

3  Material und Methoden

3.1 Material

3.11  Gerate
Computer Precision T3500, Dell, Frankfurt am Main
Eismaschine Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen

Fluoreszenzlampe

LQ-HXP-120, LEj Leistungselektronik
GmbH, Jena

Isofluran-Verdampfer

Groppler Medizintechnik, Deggendorf

Kihl- und Gefrierschranke

Hera freeze, Thermo electron corporation,
Langenselbold
Premium NoFrost, Liebherr, Biberach a.d.

Riss

Laser

Chameleon Ultrall-Multiphoton-Lasers,
Coherent, Santa Clara

Mause-OP-Tisch

Elektronik- und Mechanikwerkstatt der

Universitat Regensburg

Mikroskop

LSM 710, Zeiss, Jena

Narkosegas-Absorber

Harvard-Apparatus GmbH, Holliston,
MA

NDD-Filter Zeiss-Reflektormodul 424931, AHF
Analysentechnik AG, Tibingen
OP-Besteck Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

OP-Tisch-Beleuchtung

KL 1500 LCD, Schott, Mainz

Perfusionspumpe

323 Watson Marlow, Falmouth, England

pH-Meter Digital pH-Meter, Knick, Berlin

Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000,
Gilson, Middleton, USA

Rasierer Aesculap, Suhl

Rotlichtlampe

Hans Dinslage GmbH, Uttenweiler

Schiittler

neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Vibratom

Leica VT 1200S, Leica Biosystems,
Wetzlar
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Waagen Analysenwaage H-20T, Mettler, GielRen
Kichenwaage
Waérmeschrank Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Wasserbad Lauda AQUAIline AL12, Lauda Dr. R.
Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-
Kdnigshofen
Zentrifuge Eppendorf AG, Hamburg
3.1.2  Verbrauchsmaterialien
Faden PROLENE 4-0, Ethicon Inc, Somerville,
New Jersey
Glaswaren Roth, Karlsruhe
Schott, Mainz
Haarentfernungscreme Reckitt Benckiser Deutschland GmbH,
Heidelberg
Handschuhe neoLab Migge GmbH, Heidelberg
Hautkleber TruGlue, Trusetal Verbandstoff GmbH,

SchloR Holte-Stukenbrock

Insulinspritzen

BD Micro-Fine 0,5ml, Becton Dickinson,

New Jersey

Kanilen BD Microlance, Becton Dickinson, New
Jersey

Kapillaren Hirschmann  minicaps  5ul;  0,5ul;

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co.
KG, Eberstadt

Kunststoff-Spacer

iSpacer, SunJin Lab. Co., Taiwan

Pipettenspitzen

Sarstedt, NUmbrecht

Prézisionsdeckglaschen

High  Precision  Deckglaser, Paul
Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Konigshofen

Reagiergefélle Eppendorf Cup (0,5ml,
1,5ml, 2,0ml)

Sarstedt, Nimbrecht
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Reagiergeféalie Falcon-Tube (15ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Sekundenkleber

UHU GmbH & Co. KG, Biihl

Spritzen

B. Braun. Melsungen

Waégeschalchen

Carl Roth, Karlsruhe

3.1.3 Chemikalien und Pharmazeutika

Agarose Biozym  Scientific  GmbH,  Hess.
Oldendorf
Buprenovet Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Sigma Aldrich, Mannheim

Enalapril maleate salt

Sigma Aldrich, Mannheim

Heparin

B. Braun, Melsungen

Isofluran

Piramal Critical Care Deutschland GmbH,
Hallbergmoos

Isotone NaCl-Ldsung 0,9%

B. Braun, Melsungen

Methanol

Merck, Darmstadt

Natronlauge

Merck, Darmstadt

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt
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3.2 Methoden
3.21 Versuchstiere

Alle in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche wurden an Pgk1-Cyclin B1-GFP
transgenen Mausen (Jackson Mice, Tg[Pgk1-Ccnbl/EGFP]1Aklo/J) durchgefiihrt. Diese
exprimieren GFP an das den Zellzyklus regulierende Protein Cyclin B1 gekoppelt, sodass
alle Zellen wahrend des Durchlaufens der S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus
fluoreszierend geféarbt sind. In der GO- und G1-Phase dagegen zeigen die Zellen keine
Fluoreszenz. Dieser Mausstamm ermoglicht die Untersuchung der Zellteilung
unabhéngig von der Nutzung von Proliferationsmarkern und Zellkulturversuchen. Das
Alter der im Versuch genutzten Tiere variierte zwischen 3 und 50 Wochen. Alle Méuse
wurden im Alter von 21 Tagen von den Elterntieren abgesetzt.

Die beschriebenen Versuche wurden von der Regierung in Unterfranken genehmigt (AZ
55.2.2532-2-476 (12.06.2017) und AZ 55.2DMS-2532-2-150 (14.10.2015)).

3.2.1.1 Genotypisierung der Versuchstiere

Die Genotypisierung der Tiere erfolgte durch Analyse der genomischen DNA aus einer
Schwanzspitzenbiopsie mittels PCR. Dazu wurde den Tieren im Alter von 21 Tagen mit
einem sterilen Skalpell ein ca. 2 mm grofes Stiick des distalen Schwanzendes abgetrennt.

AnschlieRend erfolgte eine Charakterisierung der DNA mittels einer Restriktionsanalyse.

3.2.1.2 Haltung der Versuchstiere

Die fur die Arbeit verwendeten Mause wurden in einer Tierhaltung mit einem12 h-Hell-
Dunkel-Regime gehalten und hatten rund um die Uhr Zugang zu Wasser und Futter ad

libitum. Die Haltung erfolgte in Kleingruppen von bis zu acht Tieren pro Kéfig.

3.2.2  Bestimmung der Zellteilungsrate
3.2.2.1 Vorbereitung der Versuchstiere auf die Perfusion

In Vorbereitung auf die Perfusion der Nieren wurden die Méuse mittels zervikaler

Dislokation unter Isoflurannarkose getotet (3,0 Vol%)

3.2.2.2 Perfusion der Nieren
20



Material und Methoden

Zur Perfusion wurde die Maus in Riickenlage gelagert und fixiert. Um die Er6ffnung des
Abdomens zu erleichtern, wurden einige Tropfen Paraffindl auf dem Fell in Hohe der
Schnittlinie verteilt. Einem Hautschnitt folgte die Erd6ffnung der Bauchhohle tber die
Linea alba ber eine Ldnge vom Sternum bis zum Eingang der Beckenhohle. Danach
wurde das Abdomen mit Hilfe von Entlastungsschnitten zu beiden Seiten komplett
er0ffnet. Nach Vorlagerung des gesamten Darmkonvolutes zu einer Seite wurde die Aorta
abdominalis vorsichtig freiprapariert und mit einer Bulldog-Klemme distal der
Abzweigungen der Aa. renales abgeklemmt. Die Aorta wurde daraufhin moglichst weit
kaudal mit einer Augenschere er6ffnet und mit Hilfe eines Vessel-Dilators eine Butterfly-
Kanule eingefihrt, die mit einer weiteren Bulldog-Klemme in ihrer Position fixiert
wurde. Im Anschluss an die Eroffnung der benachbarten VVena cava caudalis erfolgte die
Perfusion mit ca. 30 ml 0,9%iger NaCl-Lésung, der 1 ml Heparin (25000 I.E./5 ml) pro
500 ml Infusionslésung zugesetzt wurde, gefolgt von ca. 30 ml PFA (3%, pH 7,34). Die
Nieren wurden nach erfolgter Perfusion vorsichtig entnommen, die Kapseln entfernt und
die Organe fur 30 Minuten in 70%iges Methanol gelegt. Die Lagerung bis zum Schneiden
erfolgte gekuhlt in PBS und dauerte héchstens 24 Stunden.

3.2.2.3 Schneiden und Einbetten der Nieren

Das Schneiden der perfundierten Nieren erfolgte am Vibratom, mit dessen Hilfe 800 um
dicke Schnitte der Nieren hergestellt wurden. Daftir wurden die Nieren zundchst halbiert
und mit niedrigschmelzender Agarose (30 mg Agarose auf 1 ml PBS, ca. 1 ml pro
Nierenhalfte, je nach Grolie) stabil eingebettet, was eine Kiihlzeit von etwa einer halben
Stunde erforderte. Die eingebetteten Nieren wurden bis zu ihrer Verwendung auf Eis
gelagert, die hergestellten Schnitte wurden in PBS ebenfalls auf Eis gelegt. Die
Nierenschnitte wurden unter Benutzung von 500 um dicken Kunststoffspacern zwischen
zwei Prézisions-Deckglasern in PBS eingebettet, um einen ausreichenden Kontakt der
gesamten Schnittfliche zum Deckglas zu gewahrleisten und so eine Untersuchung am

Multiphotonenmikroskop zu ermdglichen.

3.2.2.4 Untersuchung der Nieren am Mikroskop

Die Nierenschnitte wurden am Multiphotonenmikroskop (Zeiss LSM 710) untersucht.
Die Anregung des in den mitotisch aktiven Zellen der Mause exprimierten GFP erfolgte

mit Hilfe eines Chameleon Ultra-1l Multiphotonen-Lasers (Coherent) mit einer
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Wellenlange von 860 nm. Verwendet wurde zudem ein Wasser-Immersionsobjektiv mit
40facher VergroRerung und hoher numerischer Apertur. Die eingebetteten Nierenschnitte
wurden zur Untersuchung auf einem speziell angepassten Mikroskoptisch gelagert und
mit einer Abdeckung aus Rettungsfolie versehen, um den Einfall von Streulicht aus dem

Raum zu verhindern.

3.2.2.4.1 Einstellungen am 2-Photonenmikroskop

Aus einem Nierenschnitt wurden zur Untersuchung Z-Stapel von sechs zufallig
ausgewdhlten Bereichen der Niere angefertigt, von denen vier im Bereich des Cortex und
zwei im Bereich der Medulla lagen. Die Anregung erfolgte mit einem Chameleon Ultra-
I1 Multiphotonen-Laser mit einer Wellenlange von 860 nm. Die Laserpower lag bei 26-
28%. Die GroRe der Z-Stapel betrug im Bereich des Cortex 40 Slices pro Stelle und im
Bereich der Medulla 30 Slices pro Stelle, um die Untersuchung eines definierten

Gewebevolumens zu gewahrleisten.

3.2.2.4.2 Auswertung der aufgenommenen Bilder

Durch die Erstellung von Z-Stapeln mit einer festgelegten Anzahl von Slices pro Stapel
konnte ein definiertes Gewebevolumen in den Nieren auf das Vorhandensein von GFP-
positiven und damit in Teilung befindlichen Zellen untersucht werden. Im Bereich des
Cortex betrug dieses Volumen pro Stelle bei 40 Slices von jeweils 0,558 um Dicke und
einer BildgroRe von 303,64 x 303,64 pm 0,002058 mm?. In der Medulla waren es bei
gleichen Abmessungen und 30 Slices pro Stelle 0,001543 mm?3. Innerhalb der so
aufgenommenen Z-Stapel wurde die Anzahl GFP-positiver Zellen ausgezéhlt. Die
ermittelten Ergebnisse wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf ein Volumen von 1*10°
pum3 umgerechnet. AuBerdem wurden die Ergebnisse je nach Bedarf entweder in ihrer
Gesamtheit betrachtet, oder beispielsweise in Rinde und Mark unterteilt. Ein Beispiel ist

in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 4: Beispiel einer Aufnahme aus dem Cortex Die Pfeile markieren die in dieser
Aufnahme sichtbaren GFP-positiven Zellen. Ihre Anzahl wird innerhalb des gesamten Z-Stapels
bestimmt und im Anschluss auf ein definiertes Gewebevolumen umgerechnet.

3.2.3  Behandlung mit ACE-Hemmer und Low Salt-Diat

Um die pharmakologische Beeinflussung der Zellteilungsaktivitat in einer ansonsten
gesunden Niere zu untersuchen, wurden die Versuchstiere Uber einen gewissen Zeitraum

mit dem ACE-Hemmer Enalapril in Kombination mit einer salzarmen Diat behandelt.

3.2.3.1 Dosierung und Darreichungsform von Enalapril

Den Versuchstieren wurden vor der Perfusion und anschlieender Untersuchung ihrer
Nieren Uber einen Zeitraum von einer Woche der ACE-Hemmer und die kochsalzarme
Diat verabreicht. Bei dem hier genutzten ACE-Hemmer handelt es sich um Enalapril
maleate salt der Firma SIGMA. Es wurde den Tieren in einer Konzentration von 150
mg/ml in lichtundurchldssigen Trinkflaschen zur freien Verfiigung gestellt und jeden

zweiten Tag gewechselt. Das kochsalzarme Futter stand den Mausen 24 Stunden am Tag
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ad libitum zur Verfligung. Die weiblichen Tiere hatten wéhrend der Behandlung ein
Kdrpergewicht zwischen 17,32 g und 23,5 g, die ménnlichen Tiere wogen zwischen 25,0
g und 29,57 g.

3.2.4  Unilaterale Nephrektomie

Als Modell fur eine Lebend-Nierenspende wurde die unilaterale Nephrektomie
herangezogen. Diese ermoglichte es, die Folgen des Verlustes einer Niere auf die
Proliferationsrate im kontralateralen Organ zu untersuchen. Untersucht wurden Tiere im
Alter von 3, 4, 5, 30, 40 und 50 Wochen. Die Perfusion und Untersuchung der Nieren am
Mikroskop erfolgte, je nach Versuch, 5, 7 oder 14 Tage nach der OP.

3.2.4.1 Operation der Versuchstiere

Den Versuchstieren wurde 30 Minuten vor Beginn der Operation eine subkutane
Buprenorphininjektion verabreicht. Genutzt wurde Buprenorphin in einer Konzentration
von 0,3mg/ml. Von einer daraus mit steriler 0,9%iger NaCl-Lésung hergestellten
Verdlinnung in einer Konzentration von 1:10 erhielten die Tiere 3 pl/g KGW
(entsprechend 0,09 pg/g KGW) auf der rechten Korperseite unter die Haut injiziert. Um
eine ausreichende Analgesie zu erzielen wurde bis zum Beginn der Operation eine

Wartezeit von etwa 30 Minuten eingehalten.

3.2.4.1.1 Narkose

Fur die Durchfiihrung der unilateralen Nephrektomie wurde das Versuchstier in einer mit
Isofluran gefluteten Narkosekammer anasthesiert. Die Narkose wurde im weiteren
Verlauf Uber eine Narkosemaske aufrechterhalten. Die Inhalationsnarkose erfolgte mit 2
-2,5 Vol% Isofluran.

3.2.4.1.2 Durchfihrung der OP

Die Maus wurde auf der rechten Korperseite liegend auf dem beheizbaren
Operationstisch mit angeschlossener Narkosemaske fixiert. Nachdem die linke
Korperseite im Bereich der Niere vom Fell befreit wurde, um ein moglichst sauberes

Arbeiten zu gewdhrleisten, wurde die Haut mit Alkohol desinfiziert und mit einem
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sterilen OP-Tuch abgedeckt. Nach Ertasten der Niere wurde ein etwa der GroRe des
Organs entsprechender Hautschnitt tber der linken Niere ausgefiihrt und anschlieRend
auch die Muskulatur eroffnet. Durch diesen Schnitt wurde die Niere vorgelagert und
vorsichtig freiprapariert, bis die zu- und abfiihrenden Gefal3e deutlich dargestellt waren.
Hierbei wurde unter Schonung der Glandula suprarenalis und, bei weiblichen Tieren, des
Ovars gearbeitet. Anschlielend wurden die Nierengefalle sorgféltig abgebunden und
danach die Niere entfernt. Nach grundlicher Kontrolle auf mdgliche Nachblutungen aus
der Ligatur wurde die Muskulatur mit Einzelheften vernéht und die Haut mit Wundkleber

verschlossen.

3.2.4.2 Kontrolle des Korpergewichts nach der Operation

Um die Konstitution der Versuchstiere nach der unilateralen Nephrektomie zu
kontrollieren, wurde die Entwicklung des Gewichtes der Tiere festgehalten. Verglichen
wurde das Korpergewicht vor der Entfernung der linken Niere mit dem zum Zeitpunkt

der Perfusion.

3.2.4.3 Erfassung des Nierengewichtes post OP

Um die Hypothese zu uberprifen, dass die verbleibende kontralaterale Niere nach
unilateraler Nephrektomie bereits nach kurzer Zeit messbar an Masse zunimmt, wurde
ihr Gewicht nach der Entnahme bestimmt und das der bei der Nephrektomie
entnommenen Organe mit dem Gewicht der fur unterschiedliche Zeiten im Tier
verbleibenden Nieren verglichen. Hierfir wurde im Anschluss an die Operation die
Kapsel der jeweiligen Niere entfernt und das Organ dann fiir 48 Stunden bei 60 °C
getrocknet. Das Trockengewicht der Nieren wurde dann mit Hilfe einer Prézisionswaage

ermittelt.

3.25 Identifikation der teilungsaktiven Zellen

Um zunéchst einen Uberblick zu gewinnen, welche Zellen in der Niere grundsétzlich in
der Lage sind, sich zu teilen und anschlieBend diejenigen Zellen zu identifizieren, die
nach einer unilateralen Nephrektomie vermehrt in die S-, G2- und M-Phase des

ZellzykKlus eintreten, wurden verschiedene immunhistochemische Farbungen angefertigt.
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3.2.5.1 Vorbereitung der Nierenschnitte

In Vorbereitung auf die immunhistochemische Farbung wurden die Nieren zunéchst so
vorbereitet, wie fur die weiter oben beschriebene Untersuchung auf Zellteilungsaktivitat.
Die Perfusion der Mduse erfolgte nach dem bereits beschriebenen Protokoll und es
wurden auch fir diesen Teil der Arbeit 800 um dicke Organschnitte am Vibratom

angefertigt. Diese wurden in mit PBS gefllte Eppendorfgeféale verbracht.

3.2.5.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient dem Nachweis verschiedener Molekiile (z.B. Proteine oder
Polysaccharide) mit Hilfe der Markierung durch Antikorper. In der vorliegenden Arbeit
wurde die sogenannte indirekte Immunmarkierung verwendet. Dabei bindet ein
Primé&rantikdrper an das Antigen, das nachgewiesen werden soll. Dieser Primdrantikorper
ist selber nicht markiert, sondern es bedarf eines fluoreszenzmarkierten
Sekundérantikorpers, der an den Primdrantikbrper bindet und dann mittels
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden kann. Damit der Sekundarantikdorper
an den Primarantikdrper binden kann, muss er gegen die Spezies gerichtet sein, aus der
der Primérantikérper stammt (Mulisch und Welsch 2015). Die Farbungen der
Gewebeschnitte erfolgten in 2 ml-EppendorfgefaRen nach folgenden Protokollen:
e Megalin (Nachweis proximaler Tubulusepithelzellen)
o 3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schittler bei RT
o 1 hblockieren (10% HS und 1% BSA) bei RT
o Inkubation mit Primarantikdrper (guineapig- anti-Megalin-AK;
Verdinnung 1:500 in Blockierlésung) tber Nacht bei 4 °C
o 3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schittler bei RT
o Inkubation mit Sekundéarantikorper (Cy5-konjugierter anti-guineapig-AK;
Verdinnung 1:400 in 1% BSA) fir 1,5 h bei RT
o 3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schiittler bei RT
o Einbetten des Schnittes zwischen Prézisionsdeckglésern in PBS
e pNCC (Nachweis distaler Tubulusepithelzellen)
o 3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schuttler bei RT
o 1 h blockieren (10% HS und 1% BSA) bei RT
o Inkubation mit Primarantikérper (rabbit-anti-pNCC-AK; Verdinnung
1:100 in Blockierlésung) tber Nacht bei 4 °C
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o

o

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schiittler bei RT

Inkubation mit Sekundérantikorper (Cy5-konjugierter anti-rabbit-AK;
Verdinnung 1:400 in 1% BSA) fiir 1,5 h bei RT

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schiittler bei RT

Einbetten des Schnittes zwischen Prézisionsdeckglésern in PBS

e SGCal (Nachweis corticaler Fibroblasten)

o

o

o

o

o

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schidittler bei RT

1 h blockieren (10% HS und 1% BSA) bei RT

Inkubation mit Primdrantikorper (rabbit-anti-SGCal-AK; Verdiinnung
1:100 in Blockierlésung) tiber Nacht bei 4 °C

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schuttler bei RT

Inkubation mit Sekundérantikorper (Cy5-konjugierter anti-rabbit-AK;
Verdunnung 1:400 in 1% BSA) fur 1,5 h bei RT

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schuttler bei RT

Einbetten des Schnittes zwischen Prézisionsdeckglésern in PBS

e CD11c (Nachweis dendritischer Zellen)

©)

©)

©)

o

o

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schittler bei RT

1 h blockieren (5% BSA und 0,04% Triton X) bei RT

Inkubation mit Primarantikdrper (hamster-anti-CD11c-AK; Verdinnung
1:100 in 5% BSA) iber Nacht bei 4 °C

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schattler bei RT

Inkubation mit Sekundarantikorper (Alexa594-konjugierter anti-hamster-
AK; Verdunnung 1:400 in 0,5% BSA) fur 1,5 h bei RT

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schttler bei RT

Einbetten des Schnittes zwischen Prézisionsdeckglasern in PBS

e Aquaporin2 (Nachweis von Hauptzellen im Sammelrohr)

o

o

o

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schattler bei RT
1 h blockieren (10% HS und 1% BSA) bei RT
Inkubation mit Priméarantikdrper (rabbit-anti-AP2-AK; Verdinnung 1:200
in Blockierlosung) tber Nacht bei 4 °C
3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schittler bei RT
Inkubation mit Sekundérantikorper (Cy5-konjugierter anti-rabbit-AK;
Verdunnung 1:400 in 1% BSA) fir 1,5 h bei RT
3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schiittler bei RT
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o

Einbetten des Schnittes zwischen Prézisionsdeckglésern in PBS

e V-ATPase (Nachweis von a-Schaltzellen im Sammelrohr)

o

o

o

o

o

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schuttler bei RT

1 h blockieren (10% HS und 0,3% Triton X) bei RT

Inkubation mit Primé&rantikdrper (goat-anti-V-ATPase-AK; Verdiinnung
1:200 in Blockierlésung) tiber Nacht bei 4 °C

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schuttler bei RT

Inkubation mit Sekundérantikorper (Cy5-konjugierter anti-rabbit-AK;
Verdunnung 1:400 in Blockierldsung) fiir 1,5 h bei RT

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schuttler bei RT

Einbetten des Schnittes zwischen Prézisionsdeckglésern in PBS

e Pendrin (Nachweis von p-Schaltzellen im Sammelrohr)

o

o

o

©)

©)

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schidittler bei RT

1 h blockieren (0,3% TritonX und 10% HS) bei RT

Inkubation mit Primé&rantikorper (rabbit-anti-Pendrin-AK; Verdiinnung
1:100 in Blockierlésung) tiber Nacht bei 4 °C

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schttler bei RT

Inkubation mit Sekundérantikérper (Cy5-konjugierter anti-rabbit-AK;
Verdlnnung 1:400 in Blockierlosung) fir 1,5 h bei RT

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schuttler bei RT

Einbetten des Schnittes zwischen Prézisionsdeckglasern in PBS

e NKCC2 (Nachweis von Zellen im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife)

©)

o

o

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schattler bei RT

1 h blockieren (5% BSA und 0,04% TritonX) bei RT

Inkubation mit Primarantikérper (rabbit-anti-NKCC2-AK; Verdinnung
1:200 in 5% BSA) tiber Nacht bei 4 °C

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schdttler bei RT

Inkubation mit Sekundéarantikorper (Cy5-konjugierter anti-rabbit-AK;
Verdinnung 1:400 in 0,5% BSA) fir 1,5 h bei RT

3x5 Minuten waschen in PBS auf dem Schattler bei RT

Einbetten des Schnittes zwischen Prézisionsdeckglésern in PBS
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3.2.5.3 Einstellungen am Mikroskop

Die Anregung erfolgte bei 633 nm (Laserpower 8%) und 488 nm (Laserpower 15-20%).
Im Live-Modus wurde der gesamte Gewebeschnitt untersucht und auf das Vorliegen von
Colokalisationen der jeweiligen Farbungen mit GFP-positiven Zellen untersucht. Die
Aufnahmen der Beispielbilder wurden mit der gleichen Laserpower hergestellt. Die
Bildgrofie betrug 512 x 512 Pixel.

3.2.6 Statistik

Ausgewertet wurden alle Daten mit Hilfe von Microsoft Excel 2010 und der
Statistiksoftware GraphPad Prism 5. Die Werte wurden als Mittelwert £SEM berechnet.
Als statistische Tests zur Ermittlung signifikanter Unterschiede dienten t-Test und One-
way ANOVA.
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4 Ergebnisse

4.1  Zellteilung in Abh&angigkeit vom Lebensalter

Die Entwicklung der Niere ist bei der Maus, anders als beim Menschen, mit der Geburt
noch nicht abgeschlossen. Die Nephronentstehung dauert post partum an und ist erst ca.
7 Tage (Hartman et al. 2007) bis wenige Wochen nach der Geburt abgeschlossen
(McMahon 2016). Um Aufschluss dartiber zu erlangen, ob sich auch in den Nieren adulter
Tiere noch altersabhéngige Unterschiede in der Zellteilungsrate beobachten lassen,
wurden die Nieren von Tieren verschiedener Altersgruppen untersucht. Die in Teilung
befindlichen Zellen in den Nieren der verwendeten Pgkl-Cyclin B1-GFP transgenen
Mause konnten aufgrund des wéhrend der S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus
exprimierten GFP unter dem 2-Photonenmikroskop eindeutig identifiziert werden
(Abbildung 5).

Abbildung 5: Visualisierung der proliferierenden Zellen Die mit Pfeilen markierten
Zellen in der Niere einer Pgkl1-Cyclin B1-GFP transgenen Maus befinden sich in der S-,
G2- oder M-Phase des Zellzyklus und exprimieren GFP, das mit dem 2-
Photonenmikroskop detektiert werden kann.
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4.1.1  Veranderungen der Zellteilungsaktivitat

Untersucht wurden Mduse im Alter von 3, 4, 5, 20 und 50 Wochen. Die Anzahl an Zellen
in der S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus betrug bei den 3 Wochen alten M&usen
1,89+0,39 pro 1*10° um? Nierengewebe (n=36, entspricht der Anzahl der untersuchten
Stellen). Bei den 4 Wochen alten Tieren waren es 4,03+0,61 (n=30), bei den 5 Wochen
alten 1,18+0,23 (n=30), bei den 20 Wochen alten 0,57+0,09 (n=48) und bei den 50
Wochen alten Tieren 0,32+0,08 (n=48) Zellen in Teilung pro 1*10° um? Nierengewebe
(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Zellteilungsaktivitat in der gesamten Niere mit zunehmendem
Lebensalter Den groRten Anteil an mitotisch aktiven Zellen wiesen die Nieren der 4
Wochen alten Tiere auf. Danach zeigte sich ein stetiger Abfall der Proliferationsrate mit
zunehmendem Lebensalter (**** zeigt P<0,0001).

Wie aus Abbildung 6 ersichtlich wird, ist die Zellteilungsrate in der Niere im Alter von 4
Wochen am hdochsten. Die Unterschiede zu allen weiteren untersuchten Gruppen sind
hochsignifikant (P<0,0001). Der Anteil an in Mitose befindlichen Zellen ist bei der
jungsten untersuchten Gruppe noch deutlich niedriger, steigt dann bis zum Alter von vier
Wochen auf den hdchsten Wert an, um dann mit fortschreitendem Lebensalter wieder

abzunehmen.
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4.1.2 Lokalisation der teilungsaktiven Zellen

Um den Teil der Niere mit dem hodchsten Anteil an teilungsaktiven Zellen naher
einzugrenzen, wurde nicht nur die Zellteilungsrate in der gesamten Niere betrachtet,
sondern zusatzlich eine Aufteilung in Cortex und Medulla unternommen, sowie das
Interstitium gesondert untersucht. Hierbei wurde der Cortex definiert als die
glomerulumhaltige Zone der Niere.

8- ﬁ 3 Wochen

EET TR B3 4 Wochen

A B} 5 Wochen
3 20 Wochen

B

50 Wochen

N
2

Zellen in Teilung/1000000pm?

gesamt Rinde Mark

Abbildung 7: Verteilung der Zellteilungsaktivitat in der Niere mit zunehmendem
Lebensalter Die fir die gesamte Niere beschriebenen Unterschiede spiegelten sich im
Cortex wider. Im Mark waren keine altersabhédngigen Unterschiede in der
Proliferationsrate ersichtlich. Die Zellteilungsrate war hier insgesamt sehr niedrig (****
zeigt P<0,0001).

Im Cortex waren bei 3 Wochen alten Mdusen 2,75+0,50 (n=24), bei 4 Wochen alten
5,88+0,55 (n=20), bei 5 Wochen alten 1,48+0,27 (n=20), bei 20 Wochen alten 0,65+0,12
(n=32) und bei 50 Wochen alten Tieren 0,14+0,04 (n=32) Zellen in Teilung zu sehen. Die
Anzahl in der Mitose befindlicher Zellen im Mark war deutlich geringer (3 Wochen
0,16+0,12 (n=12); 4 Wochen 0,32+0,17 (n=10); 5 Wochen 0,58+0,38 (n=10); 20 Wochen
0,40+0,13(n=16); 50 Wochen 0,69+0,20 (n=16) GFP-positive Zellen pro 1*10° pms3
Nierengewebe). Die in der Gesamtniere festgestellten Unterschiede spiegeln sich mit
gleicher Signifikanz im Cortex wider. In der Medulla waren dagegen keine
altersabhangigen Unterschiede in der Zellteilungsrate zu beobachten (Abbildung 7).
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Im Interstitium fand in der gesunden Niere wenig Zellteilung statt, auch gab es keine
Unterschiede zwischen den in diesem Versuch untersuchten Altersgruppen (3 Wochen
0,09+0,04 (n=36); 4 Wochen 0,30£0,08 (n=30); 5 Wochen 0,05+0,03 (n=30); 20 Wochen
0,12+0,04 (n=48); 50 Wochen 0,18+0,07 (n=48) GFP-positive Zellen pro 1*10° pum3
Nierengewebe, Abbildung 8).
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Abbildung 8: Teilungsrate in den Zellen des Interstitiums mit zunehmendem
Lebensalter In den untersuchten Nieren war Kkeine Altersabhangigkeit der
Zellteilungsrate im Interstitium festzustellen. Die Zahl sich teilender Zellen im
Interstitium war in allen Altersstufen sehr niedrig.

Die Nierenrinde weist insgesamt eine hohere Zellteilungsrate auf als das Nierenmark.
Betrachtet man die gesamte Niere, verandert sich die Anzahl sich teilender Zellen im
Laufe des Lebens deutlich. Diese Verdnderungen sind jedoch nicht in der gesamten Niere
ersichtlich, sondern beschranken sich auf den Cortex. Interstitielle Zellen sind von den

altersabhangigen Unterschieden nicht betroffen.

4.2  Zellteilungsrate unter Behandlung mit ACE-Hemmer und salzarmer Diéat
Daten in der Literatur legen nahe, dass eine Behandlung mit dem ACE-Hemmer Enalapril
in Kombination mit einer ad libitum gefitterten kochsalzarmen Didt zu einer

verminderten Zellteilungsrate fiihrt (Krivosikova et al. 1999). Um diese Hypothese zu
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prufen, wurde eine Gruppe der Pgk1-Cyclin B1-GFP transgenen Mause iber eine Woche
entsprechend behandelt und danach die Zahl GFP-positiver Zellen in ihren Nieren mit der
in den Nieren von Tieren einer unbehandelten Kontrollgruppe im gleichen Alter

verglichen.

4.2.1  Veranderungen der Zellteilungsaktivitat

Untersucht wurde zundchst im Vergleich die Zahl GFP-positiver und somit in Teilung
befindlicher Zellen unter Betrachtung der gesamten Niere. Bei den mit Enalapril und
salzarmer Diat behandelten Tieren befanden sich 1,35+0,31 Zellen pro 1*10° pm3
Nierengewebe (n=30) in Teilung, bei den Kontrolltieren waren es 0,39+0,12 (n=18,
Abbildung 9).
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Abbildung 9: Vergleich der Zellteilungsaktivitat nach Behandlung mit einem ACE-
Hemmer mit unbehandelten Kontrolltieren Die Uber eine Woche mit Enalapril und
Low-Salt-Diat behandelten Tiere wiesen eine signifikant erhohte Zellteilungsrate auf im
Vergleich mit unbehandelten Tieren (* zeigt P=0,0251).

Wie in Abbildung 9 ersichtlich wird, hatte die Behandlung mit dem ACE-Hemmer
Enalapril (150 mg/l Trinkwasser Uber 7 Tage) und kochsalzarmer Diét ad libitum eine
Erhohung der Zellteilungsrate zur Folge (P=0,0251).

4.2.2 Lokalisation der teilungsaktiven Zellen

Auch hier wurden Cortex und Medulla zusétzlich getrennt voneinander untersucht, um

zu kléaren, auf welchen Teil der Niere sich die Behandlung mit Enalapril und
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kochsalzarmer Diéat hinsichtlich der Zellteilungsrate auswirkt. Im Cortex waren in den
Nieren der behandelten Tiere 1,80+0,42 Zellen pro 1*10° um3 Gewebe GFP-positiv
(n=20), bei den unbehandelten Tieren waren es 0,53+0,15 Zellen (n=12). Die Medulla
wies bei Tieren der Versuchsgruppe 0,45+0,27 (n=10), bei denen der Kontrollgruppe
0,11+0,11 Zellen pro 1*10° um? Gewebe auf (n=6). Dargestellt ist dies in Abbildung 10.
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Abbildung 10: Anderungen der Proliferationsrate in Cortex und Medulla nach
Behandlung mit Enalapril und Low-Salt-Diat Im Cortex zeigte sich, wie auch in der
Gesamtniere, eine Erhéhung der Zellteilungsrate nach Behandlung mit 150 mg/l
Enalapril und kochsalzarmer Diat tber 7 Tage. In der Medulla &nderte sich die
Zellteilungsrate nicht (* zeigt P=0,0251; # zeigt P=0,0296).

Wie bereits in der gesamten Niere beobachtet, zeigte sich im Cortex eine Erhéhung der
Proliferationsrate nach Behandlung der Tiere mit dem ACE-Hemmer und Ftterung der
salzarmen Diat (P=0,0296). Im Mark dagegen fand keine vermehrte Zellteilung nach der

Behandlung statt.

Im Interstitium war die Zellteilungsaktivitat mit 0,79+0,17 sich teilenden Zellen pro
1*10° um3 Nierengewebe (n=30) nach einwdchiger Behandlung mit Enalapril und Low
Salt-Diit hoher als bei den unbehandelten Tieren (0,04+0,04 Zellen pro 1*10° ums3
(n=18), P=0,0016). Dargestellt ist dies in Abbildung 11.
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Abbildung 11: Zellteilungsaktivitat im Interstitium nach Behandlung mit Enalapril
und Low-Salt-Diat im Vergleich mit Kontrolltieren Eine Behandlung mit dem ACE-
Hemmer Enalapril (150 mg/l) und salzarmer Didt tber 7 Tage hatte eine vermehrte
Zellteilung im Interstitium zur Folge (** zeigt P=0,0016).

Eine Behandlung mit dem ACE-Hemmer Enalapril in Kombination mit einer
kochsalzarmen Diét flihrt zu einer vermehrten Zellteilung in den Nieren. Diese erhdhte
Zellteilungsrate beschrankt sich auf den Bereich der Nierenrinde und ist besonders in

Zellen des Interstitiums ausgepragt.

4.3  Unilaterale Nephrektomie

Eine unilaterale Nephrektomie hat der Literatur nach ein Wachstum der kontralateralen
Niere zur Folge. Ob diese durch eine Hyperplasie oder eine Hypertrophie bedingt ist,
konnte noch nicht abschlieRend gekléart werden (Johnson und Vera Roman 1966). Dies

konnte mit Hilfe der Pgk1-Cyclin B1-GFP transgenen Mause untersucht werden.

4.3.1  Veranderungen der Zellteilungsaktivitat bei verschiedenen Altersgruppen

Untersucht wurden Tiere im Alter von 3, 4, 5, 30, 40 und 50 Wochen, wobei die Daten
von je einer Versuchsgruppe eine Woche nach Entfernung der linken Niere und einer
nicht operierten Kontrollgruppe pro Altersstufe stammen. Dadurch war es mdglich, die

Tiere nicht nur auf mégliche Veranderungen in der Zellteilungsaktivitat als Reaktion auf
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eine unilaterale Nephrektomie zu untersuchen, sondern zusétzlich noch die Entwicklung

mit fortschreitendem Lebensalter zu beobachten.

Im Alter von 3 Wochen teilten sich 7 Tage nach unilateraler Nephrektomie 3,03+0,41
Zellen pro 1*10° um? Nierengewebe (n=24), wahrend es bei der nicht operierten
Kontrollgruppe 1,89+0,39 Zellen waren (n=36). Bei vier Wochen alten Tieren stieg die
Zellteilung von 4,03£0,61 (n=30) auf 6,24+0,52 (n=30; P=0,0199), bei den 5 Wochen
alten von 1,18+0,23 (n=30) auf 2,02+0,31 pro 1*10° um? (n=24; P=0,0318). Die Zahl an
GFP-positiven Zellen erhohte sich bei 30 Wochen alten Tieren von 0,17+0,07 (n=48)
nach unilateraler Nephrektomie auf 1,56+0,32 Zellen pro 1*10® um? (n=18; P<0,0001).
Im Alter von 40 Wochen waren es bei nicht operierten Tieren 0,21+0,05 (n=48) Zellen in
Teilung. Dieser Wert erhohte sich 7 Tage nach der Operation auf 1,28+0,16 pro 1*10°
pum? (n=30; P<0,0001). Die mit 50 Wochen &lteste untersuchte Gruppe zeigte eine
Erhohung der Zellteilungsrate von 0,32+0,08 Zellen pro 1*10° pm3 Nierengewebe vor
der Operation (n=48) auf 1,11+0,35 danach (n=24; P=0,0046, Abbildung 12).
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Abbildung 12: Entwicklung der Proliferationsrate eine Woche nach unilateraler
Nephrektomie in verschiedenen Altersgruppen In allen untersuchten Altersstufen,
abgesehen von den 3 Wochen alten Méusen, war die Zellteilungsrate 7 Tage post OP
erhoht. Besonders deutlich wurde dies bei Mausen im Alter von 30 und 40 Wochen (*
zeigt P=0,0199; # zeigt P=0,0318; ** zeigt P=0,0046; **** zeigt P<0,0001).

In allen untersuchten Altersgruppen stieg die Anzahl an Zellen in der S-, G2- oder M-
Phase des Zellzyklus eine Woche nach unilateraler Nephrektomie an (dargestellt in
Abbildung 12). Lediglich die Tiere der jlingsten Gruppe im Experiment (3 Wochen)
zeigten keine signifikante Veranderung in der Zellteilungsrate. Besonders gravierend war
der Anstieg bei den 30 und 40 Wochen alten Tieren.

Auch hier wurde im Anschluss eine Differenzierung zwischen Cortex und Medulla

vorgenommen.
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In der Nierenrinde teilten sich bei den 3 Wochen alten Mdusen ohne Nephrektomie
2,75+0,50 Zellen pro 1*10° pm3 Nierengewebe (n=24), eine Woche post OP waren es
3,71+0,46 (n=16). Im Alter von vier Wochen waren es ohne Operation 5,88+0,55 (n=20),
nach unilateraler Nephrektomie 6,73+0,71 (n=20). Bei der Kontrollgruppe der 5 Wochen
alten Mdause waren 1,48+0,27 GFP-positive Zellen im untersuchten Gewebevolumen zu
finden (n=20), bei den operierten Tieren waren es 2,34+0,41 (n=16). Die Untersuchung
der &lteren Gruppen ergab bei den 30 Wochen alten Mausen einen Anstieg der
Zellteilungsrate im Cortex von 0,10+£0,04 (n=32) auf 0,88+0,23 (n=12) post OP
(P<0,0001). Im Alter von 40 Wochen war ebenfalls ein Anstieg zu verzeichnen. Hier stieg
die Teilungsrate von 0,17+0,05 (n=32) auf 0,95+0,15 Zellen pro 1*10® um3 (n=20;
P<0,0001). In der mit 50 Wochen altesten untersuchten Gruppe war ein Anstieg von
0,14+0,04 (n=32) auf 0,49%0,14 (n=16) zu beobachten (P=0,0020). Dargestellt sind die
Ergebnisse in Abbildung 13.
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Abbildung 13: Entwicklung der Zellteilungsrate im Cortex eine Woche nach
unilateraler Nephrektomie In der Nierenrinde fand eine vermehrte Zellteilung nur bei
den &lteren der untersuchten Tiere statt. Bei den 3, 4 und 5 Wochen alten Tieren war die
Teilungsrate post OP unverandert (** zeigt P=0,0020; **** zeigt P<0,0001).

Im Alter von 3, 4 und 5 Wochen hatte eine unilaterale Nephrektomie keine erhdhte
Zellteilungsrate im Cortex der kontralateralen Niere zur Folge. Bei den alteren der
untersuchten Tiere dagegen fand eine vermehrte Zellteilung in der verbleibenden Niere

statt. Dieser Anstieg war besonders deutlich im Alter von 30 und 40 Wochen.

In der Medulla war die Zahl sich teilender Zellen eine Woche nach unilateraler
Nephrektomie bei den 3 Wochen alten Tieren von 0,16+0,12 (n=12) auf 1,48+0,52 (n=8)
pro 1*10° um3 untersuchtem Gewebevolumen gestiegen (P=0,0060). Bei den 4 Wochen
alten Tieren zeigte sich ein Anstieg von 0,32+0,17 (n=10) auf 5,25+0,53 (n=10;
P<0,0001). Ohne Operation exprimierten bei den 5 Wochen alten Mdusen 0,58+0,38
Zellen GFP (n=10), eine Woche post OP waren es 1,38+0,40 (n=8). Die 30 Wochen alten

Tiere zeigten eine Erhohung der Zellteilungsrate von 0,32+0,19 (n=16) auf 2,81+0,49 pro
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1*10° um3 nach einer Woche (n=6; P<0,0001). Im Alter von 40 Wochen erhohte sich die
Teilungsrate von 0,28+0,12 (n=16) auf 1,94+0,27 (n=10; P<0,0001). Sie stieg bei den 50
Wochen alten Tieren von 0,69+0,20 (n=16) auf 2,35+0,87 sich teilende Zellen pro 1*10°
pum3 Nierenvolumen post OP (n=8; P=0,0211, Abbildung 14).
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Abbildung 14: Entwicklung der Zellteilungsrate in der Medulla eine Woche nach
unilateraler Nephrektomie 7 Tage nach unilateraler Nephrektomie fand in allen
Altersgruppen vermehrt Zellteilung in der Medulla statt. Nur die 5 Wochen alten Tiere
zeigten keine Veranderung im Vergleich zur Kontrollgruppe (* zeigt P=0,0211; ** zeigt
P=0,0060; **** zeigt P<0,0001).

Auler im Alter von 5 Wochen hatte eine unilaterale Nephrektomie immer eine vermehrte
Zellteilung in der Medulla der verbleibenden Niere zur Folge. Die beobachteten
Veranderungen im Nierenmark waren besonders deutlich im Alter von 4, 30 und 40
Wochen.

Zur weiteren Differenzierung wurde als nédchstes gesondert die Teilungsrate der

interstitiellen Zellen in der Niere untersucht. Bei den 3 Wochen alten Tieren blieb die
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Zahl sich teilender Zellen im Interstitium gleich (0,09+0,04 pro 1*10° um3 Nierengewebe
(n=36) ohne Nephrektomie vs. 0,17+0,08 (n=24) 7 d post OP). In der Gruppe der 4
Wochen alten Méuse stieg die Zahl sich teilender Zellen von 0,30+0,08 (n=30) auf
1,13+0,21 (n=30; P=0,0006). Die 5 Wochen alten Tiere zeigten wiederum nicht vermehrt
GFP-positive Zellen post OP (0,05+£0,03 (n=30) vorher vs. 0,18+0,09 (n=24) nachher).
Bei den alteren Tieren war in jeder Gruppe ein Anstieg der Zahl sich teilender
interstitieller Zellen post OP zu verzeichnen (30 Wochen 0,09+0,05 (n=48) vorher vs.
0,56+0,24 (n=18) nachher (P=0,0081); 40 Wochen 0,12+0,05 (n=48) vorher vs.
0,44+0,14 (n=30) nachher (P=0,0137); 50 Wochen 0,18+0,07 (n=48) vorher vs.
0,72+0,33 (n=24) nachher (P=0,0339, Abbildung 15)).
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Abbildung 15: Entwicklung der Zellteilungsaktivitat im Interstitium eine Woche
nach unilateraler Nephrektomie Die Proliferationsrate der Zellen im Interstitium war
eine Woche post OP erhoht. Keine Unterschiede zeigten sich bei 3 und 5 Wochen alten
Tieren (* zeigt P=0,0137; ** zeigt P=0,0081; *** zeigt P=0,0006; # zeigt P=0,0339).
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Auch das Interstitium wurde zusatzlich noch in Cortex und Medulla unterteilt, um die

beobachteten Unterschiede ndher einzugrenzen.

Im Interstitium des Cortex war die Zahl GFP-positiver Zellen bei 3 Wochen alten Tieren
nach der Nephrektomie gleich der der Kontrollgruppe (0,12+0,07 post Nephrektomie
(n=16) vs. 0,06+0,03 ohne OP (n=24)). Bei den 4 Wochen alten Tieren stieg die Zahl sich
teilender Zellen 7 Tage nach unilateraler Nephrektomie im Vergleich zur nicht operierten
Kontrollgruppe (1,02+0,27 post OP (n=20) vs. 0,39+0,11 ohne OP (n=20; P=0,0354)).
Bei allen anderen untersuchten Gruppen zeigte sich nach der Nephrektomie kein
Unterschied in der Teilungsrate der Zellen des Interstitiums im Cortex (5 Wochen
0,05%0,03 vorher (n=20) vs. 0,06+0,04 nachher (n=16); 30 Wochen 0,02+0,02 vorher
(n=32) vs. 0,09+0,06 nachher (n=12); 40 Wochen 0,05+0,03 vorher (n=32) vs. 0,05+0,03
nachher (n=20); 50 Wochen 0,03+0,02 vorher (n=32) vs. 0,03+0,03 nachher (n=16)
Abbildung 16).
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Abbildung 16: Entwicklung der Zellteilungsaktivitat im Interstitium des Cortex
eine Woche nach unilateraler Nephrektomie Im Cortex war die Proliferationsrate
interstitieller Zellen eine Woche nach unilateraler Nephrektomie nur bei den 4 Wochen
alten Tieren erhoht. In allen anderen Gruppen blieb die Zahl sich teilender Zellen konstant
(* zeigt P=0,0354).

Im Interstitium der Medulla blieb die Zahl GFP-positiver Zellen bei den 3 Wochen alten
Tieren eine Woche post OP unverdndert im Vergleich zur Kontrollgruppe (0,16+0,12
vorher (n=12) vs. 0,28+0,19 Zellen pro 1*10° um? Gewebe nachher (n=8)). Bei den 4
Wochen alten Tieren stieg sie von 0,13%0,09 ohne Operation (n=10) auf 1,36+0,35 7 Tage
post OP (n=10; P=0,0034). Im Alter von 5 Wochen hatte die unilaterale Nephrektomie
keine erhdhte Zellteilungsaktivitat in der kontralateralen Niere zur Folge (0,06+0,06
vorher (n=10) vs. 0,40£0,24 nachher (n=8). Die alteren untersuchten Gruppen zeigten
jeweils eine signifikant erhohte Zellteilungsrate eine Woche nach der Operation
verglichen mit der nicht operierten Kontrollgruppe (30 Wochen 0,23+0,15 vorher (n=16)
vs. 1,40+0,54 nachher (n=6; P=0,0102); 40 Wochen 0,28+0,11 vorher (n=16) vs.
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1,23%0,30 nachher (n=10; P=0,0022); 50 Wochen 0,49+0,17 vorher (n=16) vs. 2,11+0,81
nachher (n=8; P=0,0147) Abbildung 17)).
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Abbildung 17: Entwicklung der Zellteilungsaktivitat im Interstitium der Medulla
eine Woche nach unilateraler Nephrektomie In der Medulla war die Proliferationsrate
interstitieller Zellen bei den 4, 30, 40 und 50 Wochen alten Méusen signifikant erhoht.
Bei den 3 und 5 Wochen alten Tieren war sie post OP unveréndert (* zeigt P=0,0102; **
zeigt P=0,0034; # zeigt P=0,0147; ## zeigt P=0,0022).

Betrachtet man das gesamte Organ, zeigt sich eine Woche nach Entnahme der linken
Niere unabhangig vom Alter der untersuchten Tiere eine erhohte Zellteilungsrate in der
verbleibenden rechten Niere. Lediglich die 3 Wochen alten Mause, die die jungste der
untersuchten Gruppen darstellen, bilden eine Ausnahme. Hier zeigt sich post OP keine
Veranderung. In den alteren Versuchsgruppen (30, 40 und 50 Wochen) spiegeln sich die
Ergebnisse bei getrennter Betrachtung von Cortex und Medulla in beiden Zonen der Niere
entsprechend denen der ganzen Niere wider. Bei den jlingeren Tieren beschréanken sich
die Veranderungen jedoch nur auf das Innere der Niere. Im Cortex hat eine unilaterale

Nephrektomie keine Anderung der Zellteilungsrate zur Folge. Bei gesonderter
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Betrachtung des Interstitiums fallt eine erhdhte Teilungsrate eine Woche post OP bei allen
Gruppen auf, eine Ausnahme bilden die 3 und 5 Wochen alten Tiere. Diese im gesamten
Interstitium beobachteten Veranderungen spiegeln sich so auch im Interstitium des
Nierenmarkes wieder. Im Cortex dagegen lasst sich der Anstieg der Zellteilungsrate im

Interstitium lediglich bei den 4 Wochen alten Tieren erkennen.

4.3.2  Untersuchungszeitpunkte post OP

Die bisher beschriebenen Befunde wurden nach einer Wartezeit von 7 Tagen nach
unilateraler Nephrektomie erhoben. Um zu untersuchen, inwieweit die Verédnderungen
der Zellteilungsaktivitdt in der verbleibenden Niere vom Abstand des
Untersuchungszeitpunktes zum Zeitpunkt der Operation abhangen, wurden zusatzlich

Tiere nach einer Wartezeit von 5 bzw. 14 Tagen post OP untersucht (Abbildung 18).
5 Tage nach unilateraler Nephrektomie waren 0,96+0,21 (n=18) Zellen pro 1*10° yms3
Nierengewebe GFP-positiv, nach 7 Tagen waren es 0,63+0,14 (n=12) und nach 14 Tagen

1,53+0,33 (n=12).
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Abbildung 18: Zellteilungsaktivitat in der Niere zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach unilateraler Nephrektomie 5, 7 und 14 Tage post OP unterscheidet sich die
Proliferationsrate in der Niere nicht.

47



Ergebnisse

Eine gesonderte Betrachtung der Nierenrinde ergab nach 5 Tagen 1,01+0,30 sich teilende
Zellen (n=12), nach 7 Tagen 0,55+0,19 (n=8) und nach 14 Tagen 1,40£0,31 (n=8). In der
Medulla waren 5 Tage post OP 0,86+0,22 Zellen GFP-positiv (n=6), 7 Tage post OP
waren es 0,81+0,16 (n=4) und 14 Tage post OP 1,78+0,85 (n=4) Zellen pro 1*10° pm3
Gewebe. Dargestellt ist dies in Abbildung 19.
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Abbildung 19: Zellteilungsaktivitat in Cortex (A) und Medulla (B) zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach unilateraler Nephrektomie Sowohl im Cortex
(A) als auch in der Medulla (B) gab es keine Unterschiede in der Proliferationsrate nach
5, 7 und 14 Tagen post OP.

Innerhalb des in dieser Arbeit betrachteten Zeitraums zwischen 5 und 14 Tagen nach der
unilateralen Nephrektomie zeigen sich keine Unterschiede in der Zellteilungsaktivitat der

kontralateralen Niere. Die Zeit post OP spielt in diesem Intervall keine Rolle.

4.3.3  Gewichtsentwicklung der kontralateralen Niere

Um die in der Literatur beschriebene Gewichtszunahme der kontralateralen Niere nach
unilateraler Nephrektomie zu tberprifen, wurde das Gewicht der verbleibenden Niere
nach 5, 7 und 14 Tagen post OP erfasst. Aufgrund der grolRen Gewichtsunterschiede
zwischen den Nieren der mannlichen und denen der weiblichen Tiere wurden beide

Geschlechter getrennt voneinander betrachtet.

Das Gewicht der getrockneten Nieren der weiblichen Tiere betrug basal 37,88+1,11 mg
(n=13), 5 Tage nach der OP 47,67+2,00 mg (n=3), 7 Tage danach 43,87+£3,15 mg (n=3)
und 14 Tage post OP 53,4+0,56 mg (n=3). Bei den ménnlichen Mausen wogen die Nieren
basal 61,35£1,95 mg (n=11), 5 Tage post OP 67,35x1,25 mg (n=2), 7 Tage post OP

75,47£4,17 mg (n=3) und 14 Tage post OP 77,8+6,92 mg (n=3, Abbildung 20).
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Abbildung 20: Entwicklung des Trockengewichtes der kontralateralen Niere nach
unilateraler Nephrektomie Sowohl bei den weiblichen Tieren (A) als auch bei den
mannlichen Tieren (B) war das Trockengewicht der verbleibenden Niere 14 Tage post
OP signifikant erhoht im Vergleich zu dem der bei der unilateralen Nephrektomie
entfernten Niere (* zeigt P<0,05; **** zeigt P<0,0001).

Sowohl bei ménnlichen als auch bei weiblichen Tieren hat eine unilaterale Nephrektomie
einen Anstieg des Trockengewichtes der kontralateralen Niere innerhalb von 14 Tagen

zur Folge.

4.4 Unilaterale Nephrektomie in Kombination mit ACE-Hemmer und
salzarmer Diéat

Da die Ergebnisse der vorangegangenen Versuche zeigen, dass sowohl die Behandlung
mit einem ACE-Hemmer in Kombination mit einer salzarmen Diét, als auch die
unilaterale Nephrektomie einen Einfluss auf die Zellteilungsrate in der Niere haben,
wurden die beiden Versuchsansdtze als ndchstes miteinander kombiniert. Eine
Versuchsgruppe wurde bereits 7 Tage vor Durchfiihrung der Operation mit Enalapril und
der salzarmen Diat behandelt, die zweite Gruppe bekam beides ab dem Tag der
Nephrektomie und bei der dritten Gruppe wurde lediglich eine unilaterale Nephrektomie
durchgefiihrt, ohne dass die Tiere einer zusatzlichen Behandlung unterzogen wurden.
AnschlieBend wurde mittels der Detektion des in der S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus

exprimierten GFP die Proliferationsrate in den Nieren untersucht.
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441  Zellteilungsaktivitat nach unilateraler Nephrektomie in Kombination mit
ACE-Hemmer und salzarmer Diéat

Bei den Tieren, die bereits eine Woche vor der unilateralen Nephrektomie mit Enalapril
behandelt wurden und zusétzlich eine salzarme Diéat erhielten, waren 7 Tage nach der
Operation in der kontralateralen Niere 0,86+0,25 Zellen pro 1*10° um? Nierengewebe
GFP-positiv (n=18), bei den ab der Nephrektomie behandelten Tieren waren es 1,24+0,35
Zellen (n=18). Die abgesehen von der Nephrektomie unbehandelten Tiere wiesen
3,82+0,75 GFP-positive Zellen pro definiertem Gewebevolumen auf (n=12; Abbildung
22).
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Abbildung 21: Proliferationsrate in der Niere 7 Tage nach unilateraler
Nephrektomie Die Zellteilungsaktivitat war bei den mit Enalapril und salzarmer Diat
behandelten Tieren signifikant niedriger als bei den unbehandelten Tieren. Zwischen den
bereits vor und den ab der OP behandelten Tieren bestand kein Unterschied (*** zeigt
P<0,001; **** zeigt P<0,0001).

In den Nieren der Tiere, die keinen ACE-Hemmer und normales Futter bekommen haben,
teilten sich 7 Tage nach unilateraler Nephrektomie mehr Zellen, als bei den Tieren, die

zusétzlich wie beschrieben behandelt wurden (P<0,001 zwischen den ab der OP
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behandelten und den unbehandelten Tieren; P<0,0001 zwischen den vor der OP
behandelten und den unbehandelten Tieren). Es bestand kein Unterschied in der
Zellteilungsrate bei unterschiedlicher Behandlungsdauer.

Wie bei den bisher beschriebenen Versuchen wurde auch hier eine Unterteilung in Cortex

und Medulla vorgenommen.

Im Cortex teilten sich bei den vor der Operation bereits behandelten Tieren 7 Tage post
OP 0,9740,32 Zellen pro 1*10° um® Gewebe (n=12), bei den ab der Operation
behandelten Tieren waren es 1,70+0,47 (n=12) und bei den normal gefiitterten Tieren
2,49+0,55 (n=8).

In der Medulla waren in der ersten Gruppe 0,65+0,41 Zellen GFP-positiv (n=6), in der
zweiten Gruppe 0,32+0,22 (n=6) und in der dritten 6,48+1,15 Zellen pro 1*10° um3 (n=4,
Abbildung 23).
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Abbildung 22: Zellteilung in Cortex (A) und Medulla (B) 7 Tage nach unilateraler
Nephrektomie Im Cortex gab es keine Unterschiede in der Proliferationsrate zwischen den
einzelnen Gruppen. In der Medulla fand bei den Tieren nach Nephrektomie ohne zusatzliche
Behandlung signifikant mehr Zellteilung statt als bei den mit Enalapril und Low Salt Diat
behandelten. Die Behandlungsdauer hatte keinen Einfluss (**** zeigt P<0,0001).

In der Nierenrinde gab es keinen Unterschied in der Zellteilungsrate zwischen den Nieren

der einzelnen Versuchsgruppen. Im Mark dagegen war die Zellteilungsrate 7 Tage nach
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Nephrektomie bei den mit Enalapril und Low Salt behandelten Tieren niedriger als bei
den Tieren ohne zusétzliche Behandlung, ohne dass die Dauer der Behandlung einen
Einfluss auf die Proliferationsrate hatte.

Eine Behandlung mit dem ACE-Hemmer Enalapril und zusétzlicher Fitterung einer
salzarmen Didt fuhrt zu einer erniedrigten Zellteilungsrate in der kontralateralen Niere
nach unilateraler Nephrektomie im Vergleich zu Tieren, die ausschlielich der Operation
unterzogen wurden. Ein Einfluss der Behandlungsdauer ist nicht ersichtlich. Eine
Aufteilung von Cortex und Medulla macht deutlich, dass sich diese Unterschiede nur im
Nierenmark zeigen, wahrend in der Nierenrinde keine Unterschiede zwischen den

einzelnen Gruppen bestehen.

4.4.2  Zellteilungsaktivitat nach unilateraler Nephrektomie in Kombination mit
ACE-Hemmer ohne Fitterung einer salzarmen Diat

Um zu kléren, ob der ACE-Hemmer alleine, ohne die zusatzliche Futterumstellung, die
Zellteilungsrate in der Niere nach unilateraler Nephrektomie beeinflusst, wurde ein
weiterer Versuch durchgefihrt, fur den ein Teil der Tiere zwar mit dem ACE-Hemmer
behandelt wurde, wobei auf die salzarme Diét verzichtet wurde. Stattdessen bekamen die
Tiere ihr gewohntes Futter ad libitum zur Verfugung gestellt. Verglichen wurde die Zahl
GFP-positiver Zellen einer Versuchsgruppe, die ab der Nephrektomie mit Enalapril
behandelt wurde mit der einer weiteren Gruppe, die zwar einer unilateralen
Nephrektomie, nicht aber einer Behandlung mit Enalapril unterzogen wurde. Eine

zusétzliche Gruppe ohne jede Behandlung diente der Kontrolle.

Die Zahl GFP-positiver Zellen betrug bei den mit Enalapril behandelten Méusen 7 Tage
nach unilateraler Nephrektomie 1,39+0,38 pro 1*10° um? Nierengewebe (n=18). Bei den
unbehandelten, aber operierten Tieren waren es 1,56+0,28 (n=18) und bei den nicht
operierten Kontrolltieren 0,23+0,12 (n=12, Abbildung 24).
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Abbildung 23: Proliferationsrate in der Niere 7 Tage nach unilateraler Nephrektomie Eine
Woche nach der Nephrektomie war die Zellteilungsaktivitdt sowohl bei den mit Enalapril
behandelten, als auch bei den unbehandelten Mausen héher als bei den nicht operierten
Kontrolltieren. Zwischen den mit dem ACE-Hemmer behandelten und den unbehandelten Tieren

bestand kein Unterschied (* zeigt P<0,05).

7 Tage nach unilateraler Nephrektomie ist die Proliferationsrate in der kontralateralen
Niere erhoht. Die einwdchige Behandlung mit dem ACE-Hemmer Enalapril beeinflusst

das Ausmal dieses Anstiegs nicht.

4.5 ldentifizierung der teilungsaktiven Zellen
Um einen Uberblick dariiber zu erlangen, welche Zellen in der Niere grundsatzlich in der

Lage dazu sind, sich zu teilen, wurden verschiedene immunhistochemische Farbungen
durchgefiihrt und nach Colokalisationen der jeweiligen Farbung mit dem in den Zellen

exprimierten GFP gesucht.
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45.1 Rinde

Zuné&chst wurde das Augenmerk auf verschiedene Zelltypen im Cortex gelegt.

45.1.1 Tubulusepithelzellen

Um in Teilung befindliche Zellen im proximalen Tubulus zu identifizieren, wurde eine
Megalin-Féarbung durchgefihrt (Abbildung 25). Megalin ist ein im proximalen Tubulus
lokalisiertes Rezeptorprotein, das fiir die Endozytose verantwortlich ist.

Abbildung 24: Megalin-Farbung im Nierencortex Die Farbung gegen das Rezeptorprotein
Megalin in der Niere einer Pgk1-Cyclin B1-GFP transgenen Maus ist in rot dargestellt. Es gibt
zahlreiche Uberlagerungen mit von den Zellen exprimiertem und in griin dargestelltem GFP
(Pfeil).

Zahlreiche GFP-positive und damit in der Teilung befindliche Zellen zeigten eine

Uberlagerung mit der Megalin-Féarbung.
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Epithelzellen des distalen Tubulus wurden mit Hilfe einer pNCC-Férbung identifiziert
(Abbildung 26). Hierbei handelt es sich um einen im distalen Tubulus lokalisierten NaCl-

Cotransporter.

Abbildung 25: pNCC-Farbung im Nierencortex Die Farbung gegen den NaCl-Cotransporter
in der Niere einer Pgkl1-Cyclin B1-GFP transgenen Maus ist in rot dargestellt. Der Pfeil deutet
auf eine Colokalisation von GFP (griin) und pNCC.

Im distalen Tubulus zeigten GFP-positive Zellen Colokalisationen mit pNCC.

Sowohl Epithelzellen des proximalen, als auch des distalen Tubulus sind in der Lage, in

die S-, G2- oder M-Phase des Zellzyklus einzutreten.
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45.1.2 Corticale Fibroblasten

Die Teilungsféhigkeit von Fibroblasten im Cortex wurde durch eine SGCalphal-Féarbung
uberprift (Abbildung 27). SGC steht fiir ,,soluble guanylyl cyclase®, es handelt sich um
einen in den corticalen Fibroblasten lokalisierten NO-Rezeptor.

Abbildung 26: SCCalphal-Farbung im Nierencortex Die Farbung gegen den NO-Rezeptor
SGCalphal in der Niere einer Pgk1-Cyclin B1-GFP transgenen Maus ist in rot dargestellt. Der
Pfeil deutet auf eine Uberlagerung mit einer GFP-exprimierenden Zelle.

Auch in corticalen Fibroblasten wurden Colokalisationen mit GFP gefunden.

45.1.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen wurden mit dem Marker CD11c dargestellt (Abbildung 28). Bei

diesen Zellen handelt es sich um antigenprésentierende Zellen.
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Abbildung 27: CD11c-Farbung im Nierencortex Es zeigten sich keine Colokalisationen von
CD11c-positiven (rot) und GFP-positiven (grin) Zellen in den Nieren Pgkl-Cyclin B1-GFP
transgener Mause.

Es konnten keine in Teilung befindlichen dendritischen Zellen detektiert werden.

Von den im Cortex untersuchten Zelltypen sind Epithelzellen des proximalen und des
distalen Tubulus in der Lage zu proliferieren. Auch corticale Fibroblasten verfiigen tber

diese Fahigkeit. Kein Teilungspotential zeigen dendritische Zellen des Cortex.

452 Mark

Auch in der Medulla wurden verschiedene immunhistochemische Farbungen

durchgefiihrt, um das Teilungspotential der verschiedenen Zelltypen zu ermitteln.
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45.2.1 Sammelrohr

Um zu Uberprifen, ob die im Sammelrohr lokalisierten Zellen zur Zellteilung fahig sind,
wurde zundchst eine Aquaporin2-Farbung durchgefiihrt (Abbildung 29). Aquaporin 2

wird von den Hauptzellen im Sammelrohr ausgebildet.

Abbildung 28: Aquaporin2-Farbung in der Medulla Die Farbung gegen Aquaporin2 in der
Niere einer Pgkl-Cyclin B1-GFP transgenen Maus ist in rot dargestellt. Keine der so als
Hauptzellen identifizierten Zellen zeigte eine Colokalisation mit GFP.

Keine der angefarbten Hauptzellen in den Sammelrohren der Niere exprimierte GFP.

Die a-Schaltzellen der Sammelrohre wurden mit Hilfe einer V-ATPase-Féarbung
identifiziert (Abbildung 30).
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Abbildung 29: V-ATPase-Farbung in der Medulla Die V-ATPase-positiven a-Schaltzellen in
der Niere einer Pgk1-Cyclin B1-GFP transgenen Maus sind in rot dargestellt. Der Pfeil deutet auf
eine proliferierende a-Schaltzelle im Sammelrohr.

Einige der a-Schaltzellen im Sammelrohr exprimieren GFP.

Zur Untersuchung der B-Schaltzellen wurde eine Pendrin-Farbung genutzt (Abbildung

31). Pendrin ist ein im Sammelrohr lokalisierter Chlorid-Bicarbonat-Austauscher.
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Abbildung 30: Pendrin-Farbung in der Medulla Die angefarbten p-Schaltzellen in der Niere
einer Pgkl-Cyclin B1-GFP transgenen Maus sind in rot dargestellt. Keine dargestellten [3-
Schaltzellen exprimieren GFP (grin).

Es konnten keine in Teilung befindlichen B-Schaltzellen identifiziert werden.

45.2.2 Henle-Schleife

Weiterhin wurde eine Farbung gegen den Na-K-2Cl-Cotransporter NKCC2 durchgefihrt
(Abbildung 32). Dies diente dazu, Zellen im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife auf

Zellteilungsaktivitat zu untersuchen.
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Abbildung 31: NKCC2-Farbung in der Medulla NKCC2-positive Zellen im aufsteigenden Ast
der Henle-Schleife (rot) in den Nieren Pgk1-Cyclin B1-GFP transgener Mause exprimieren haufig
GFP (grin, Pfeil).

Viele der durch die NKCC2-Férbung identifizierten Zellen im aufsteigenden Ast der

Henle-Schleife zeigten Zellteilungsaktivitat.
In der Medulla zeigen Haupt- und a-Schaltzellen im Sammelrohr Zellteilungsaktivitat.
Auch Zellen im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife exprimieren GFP. Bei pB-

Schaltzellen konnte keine Zellteilung nachgewiesen werden.

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der Zellen, die in der vorliegenden Arbeit als grundsatzlich

fahig zur Proliferation identifiziert wurden.
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Colokalisation mit GFP

Keine Colokalisation mit
GFP

Megalin

(proximaler Tubulus)

pNCC
(distaler Tubulus)

SGCal

(corticale Fibroblasten)

CD11c
(dendritische Zellen)

AP2

(Hauptzellen Sammelrohr)

V-ATPase
(a-Schaltzellen

Sammelrohr)

Pendrin
(B-Schaltzellen

Sammelrohr)

NKCC2
(Henle-Schleife)

X

Tabelle 1: Ubersicht tiber die angefertigten immunhistochemischen Farbungen

45.3

Zellteilung nach unilateraler Nephrektomie

Nachdem, wie oben beschrieben, einige Zelltypen in der Niere identifiziert wurden, die

potentiell in der Lage sind, sich zu teilen, sollte als nachstes geklart werden, welche

Zelltypen nach unilateraler Nephrektomie vermehrt Teilungsaktivitat zeigen. Da die

erhdhte Zellteilungsaktivitat besonders in der Medulla augenscheinlich war, wurde das

Augenmerk zunéchst auf diese Region in der Niere gerichtet.
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Abbildung 32: Veranderungen der Proliferationsrate von Zellen im Sammelrohr und in der
Henle-Schleife nach unilateraler Nephrektomie In den Hauptzellen wurde weder vor noch nach
der OP GFP exprimiert. Die a-Schaltzellen zeigten keine veranderte Proliferationsrate post OP.
Die Zellteilungsaktivitit in den NKCC2-positiven Zellen im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife
war post OP signifikant erhoht.

Sowohl bei den nicht operierten Kontrolltieren als auch bei den 7 Tage nach unilateraler
Nephrektomie untersuchten Mausen konnte keine Zellteilungsaktivitdt in den
Hauptzellen der Sammelrohre festgestellt werden. Die Teilungsaktivitdt in den a-
Schaltzellen blieb nahezu gleich (2,33+0,88 vorher (n=3, entspricht der Anzahl der
untersuchten Nierenschnitte) vs. 3,67+0,33 nachher (n=3)). Deutlich erhoht war die
Zellteilungsrate nach der Nephrektomie in den NKCC2-positiven Zellen der Henle-
Schleife (3£1,15 vorher (n=3) vs. 40£7 nachher (n=3; P=0,0064) Abbildung 33).

Eine unilaterale Nephrektomie fihrt im Nierenmark zu einem Anstieg der

Zellteilungsrate im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife. In den Zellen des

Sammelrohrsystems andert sich die Teilungsaktivitét nicht.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Zellteilungsaktivitat in der Niere untersucht werden
und hierbei besonderes Augenmerk auf den Einfluss des Alterungsprozesses, auf
Moglichkeiten der pharmakologischen Beeinflussung dieser Aktivitdt und auf
Veranderungen in Reaktion auf eine unilaterale Nephrektomie gelegt werden. Versuche,
die sich mit der Proliferationsrate von Organen beschaftigen, waren bisher haufig an die
Nutzung von Proliferationsmarkern gekoppelt. Dabei handelt es sich um
proliferationsassoziierte Antigene, die mittels immunhistochemischer Farbungen
dargestellt werden kénnen (Schwechheimer 1990). Da es sich dabei um intrazelluldr
lokalisierte Marker handelt, birgt eine solche Farbung das Risiko einer Veradnderung der
Zellphysiologie. Die Verwendung eines noch nicht lange etablierten Mausmodells, der
Pgkl1-Cyclin B1-GFP transgenen Maus, ermdglichte es uns, die Zellteilung in der Niere
zu untersuchen, ohne auf solche Marker zuriickgreifen zu mussen. Die Tiere exprimieren
GFP in allen Zellen, die die S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus durchlaufen, was die
direkte Detektion dieser Zellen am Fluoreszenzmikroskop erlaubt (Klochendler et al.
2012).

5.1 Altersabhangigkeit der Zellteilungsrate

Verglichen mit anderen Organen findet in der gesunden Niere nur wenig Zellteilung statt
(Strehl et al. 2002). Hinsichtlich der Verénderung der Zellteilungsaktivitat mit
fortschreitendem Lebensalter gibt es in der Literatur sehr unterschiedliche Angaben.
Grundsatzlich ist der Alterungsprozess auf zelluldarer Ebene gekennzeichnet durch ein
vermehrtes zu Grunde gehen der Zellen in Kombination mit einer Abnahme der
Proliferationsrate (Richardson et al. 2014). Die Ergebnisse verschiedener Studien liefern
beziiglich der Teilungsaktivitat in der Niere in bestimmten Lebensabschnitten weit
auseinander gehende Daten.

In einer Studie aus dem Jahr 2002 beispielsweise wurde die Proliferationsrate von
Tubulusepithelzellen an F344-Ratten untersucht. Die mitotisch aktiven Zellen wurden
hier anhand von Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) identifiziert. PCNA ist ein
Protein, das an der DNA-Replikation beteiligt ist und von Zellen ausschlieBlich wéhrend
der Teilung exprimiert wird. Eine immunhistochemische Farbung gegen dieses Antigen
ermdoglicht es demnach, Rickschlusse auf die Proliferationsrate im untersuchten Gewebe
zu ziehen (Jurikové et al. 2016). Verglichen wurden Tiere im Alter von 4 Monaten mit 6-
10 Monate alten und 23 Monate alten Ratten. Die Teilungsrate war bei den 6-10 Monate
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alten Tieren deutlich hoher als bei den 4 Monate alten. Im Alter von 23 Monaten war sie
wieder gesunken (Cardani und Zavanella 2000).

Hinweise auf eine andere Entwicklung der Proliferationsrate liefert eine Studie aus dem
Jahr 2007. Fur diese Studie wurde die Aufnahme von Bromdesoxyuridin in die DNA als
Marker genutzt. Mdusen verschiedener Altersstufen (5 bis 70 Wochen alt) wurde BrdU
injiziert, bevor 30 Minuten spater ihre Nieren entnommen und auf das Vorhandensein
von Zellen untersucht wurden, die BrdU in ihre Zellen aufgenommen hatten. Im Cortex
war die Zahl BrdU-positiver und somit mitotisch aktiver Zellen bei den 5 und 10 Wochen
alten Tieren deutlich hoher als bei den &lteren Mausen. Hier war kaum noch
Teilungsaktivitat zu beobachten. In der Medulla war die Proliferationsrate insgesamt sehr
niedrig und unterschied sich lediglich zwischen 30 und 70 Wochen, wobei sie bei den 70
Wochen alten M&usen etwas hoher war als bei den 30 Wochen alten (Enoki et al. 2007).
2002 wurde die postnatale Entwicklung der Nieren von Wistar-Ratten untersucht und
unter anderem die Zellteilungsrate zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Geburt mit der
der Nieren von adulten Tieren verglichen. Genutzt wurde hierfiir wiederum die Detektion
der Expression von PCNA. In dieser Studie zeigten die adulten Tiere fast keine
Expression von PCNA im Cortex, woraus die Autoren schlossen, dass bei
ausgewachsenen Tieren im Grunde keine Proliferation der Zellen im Nierencortex mehr
stattfindet (Marquez et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit konnte die Zellteilung in den Nieren der Versuchstiere mit
fortschreitendem Lebensalter gut beobachtet werden. Dadurch, dass die genutzten Méuse
in den Zellen, die die S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus durchlaufen GFP exprimieren,
konnten die Untersuchungen durchgefiihrt werden, ohne dass auf Proliferationsmarker
zurilickgegriffen werden musste. Die proliferierenden Zellen waren mit Hilfe des 2-
Photonenmikroskopes in den hergestellten Nierenschnitten direkt darzustellen.
Untersucht wurden ausschlieRlich Tiere, bei denen die Entwicklung der Nieren zu
funktionsfahigen Organen bereits vollstdndig abgeschlossen war (3-50 Wochen). Die
Proliferationsrate war bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pgk1-Cyclin B1-
GFP transgenen Mausen im Alter von 4 Wochen am groRten. Der Unterschied zur
Teilungsrate in den Nieren der mit 3 Wochen jlngsten untersuchten Tieren war
signifikant. Ebenso deutlich war der Abfall der Kurve nach dem Erreichen der hdchsten
Proliferationsrate mit 4 Wochen. In der gesunden Niere nimmt die Zellteilungsrate also
auch nach Abschluss der Organentwicklung noch zu und féllt spéater dann mit

zunehmendem Lebensalter wieder ab. Eine differenzierte Betrachtung von Cortex und
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Medulla ergab, dass die beobachteten Veranderungen sich lediglich auf den Cortex
beschrénken, wéhrend die Zellen in der Medulla keinen altersabhangigen Veranderungen
der Zellteilungsaktivitat unterliegen. Zudem ist die Proliferationsrate der interstitiellen
Zellen insgesamt als sehr niedrig zu bewerten und veréndert sich in der gesunden Niere
im Laufe des Lebens nicht in signifikantem Ausmali. Die in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse stimmen insoweit mit der Literatur Uberein, dass mit fortschreitendem
Lebensalter die Zellteilungsaktivitat in der Niere abnimmt. Eine mdgliche Erklarung
hierflr liegt in der sogenannten renalen Seneszenz. Bei der zelluléren Seneszenz handelt
es sich um ein in den 1960er Jahren von Leonard Hayflick und Paul Moorhead entdecktes
Phanomen und es beschreibt, dass Zellen nur eine bestimmte Anzahl an Teilungen leisten
konnen, bevor sie in einen irreversiblen Zustand der Teilungsunfahigkeit tbergehen (van
Deursen 2014). Auch in der Niere ist dieser Alterungsprozess bekannt. Alterung in der
Niere geht unter anderem einher mit dem Auftreten von Seneszenz-assoziierter [-
Galactosidase und ist neben anderen Charakteristika gekennzeichnet durch eine
reduzierte Antwort auf mitogene Stimuli (Yang und Fogo 2010). Funktionell ist der
Alterungsprozess in der Niere unter anderem mit einer verminderten GFR,
Verdanderungen der Reabsorptionsleistung der Tubuli und der Permeabilitat der
glomeruléaren Kapillaren und einer Zunahme der Apoptoserate renaler Zellen verbunden
(Denic et al. 2016).

Eine weitere augenscheinliche Auffalligkeit ist die besonders hohe mitotische Aktivitat
in den Nieren der 4 Wochen alten Mause. Bei diesen Tieren befinden sich signifikant
mehr Zellen in Mitose als es bei den 3 Wochen alten Tieren der Fall ist. Die Steigerung
der Mitoserate in diesem Abschnitt ist moglicherweise als Reaktion auf das Absetzen von
der Mutter im Alter von 21 Tagen zu erklaren. Dies ist verbunden mit der Umstellung
von Muttermilch auf feste Nahrung und der vermehrten Aufnahme von Wasser (Schmidt
et al. 2013). Das Trinken von Wasser macht nach dem Absetzen eine vermehrte
Konzentrierung des Harns notwendig und wird einigen Studien zufolge durch die in
diesem Alter einsetzende Antwort auf das antidiuretische Hormon ermdglicht (Boss et al.
1963). Diese funktionellen Veranderungen nach dem Absetzen kdnnten als logische
Konsequenz die in der vorliegenden Arbeit beobachteten strukturellen Verédnderungen
nach sich ziehen.

Des Weiteren fiel bei der Untersuchung des Alterungsprozesses auf, dass die
beobachteten Veranderungen sich ausschlieBlich auf den Nierencortex beschréanken. Die

hohe Zahl an in Mitose befindlichen Zellen bei 4 Wochen alten Tieren und auch der
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darauf folgende Rlckgang der Zellteilungsaktivitat mit zunehmendem Lebensalter, die in
der gesamten Niere festgestellt wurden, waren so im Cortex nachzuvollziehen. In der
Medulla dagegen war insgesamt sehr wenig Zellteilung festzustellen und auch eine
Altersabhangigkeit lieR sich nicht erkennen. Dies deckt sich mit Daten aus der Literatur,
so zum Beispiel mit den Erkenntnissen, die Enoki und Kollegen im Jahr 2007 gewonnen
haben. Auch sie stellten eine deutlich geringere Zellteilungsaktivitat in der Medulla
verglichen mit der Nierenrinde fest (Enoki et al. 2007).

5.2  Pharmakologische Beeinflussung der Proliferationsrate renaler Zellen
Nachdem in der vorliegenden Arbeit zunédchst die Zellteilungsaktivitét in der gesunden
Niere untersucht wurde, stellte sich als néchstes die Frage, inwieweit diese
pharmakologisch beeinflusst werden kdnnte. Da in einer Studie aus dem Jahr 2016 neben
der bekannten Funktion innerhalb der Kaskade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems der Einfluss des Angiotensin Converting Enzymes auf die Ca2*-gesteuerte
Proliferation von Zellen nachgewiesen werden konnte (Alvarenga et al. 2016), bot sich
mit der Hemmung dieses Enzyms eine gute Mdéglichkeit, um pharmakologisch auf die
Proliferationsrate einzuwirken. ACE fungiert in diesem Fall als Rezeptor fur Angll, nach
dessen Bindung iiber die Bildung von Inositol1,4,5-Trisphosphat intrazelluldre Ca?*-
Signalwege aktiviert werden (Guimardes et al. 2011). Eine Hemmung des Angiotensin
Converting Enzymes musste demnach also eine verminderte Proliferation von Zellen zur
Folge haben. Auch Angll selbst wird ein proliferativer Effekt zugesprochen. So ist es
zum einen an der Induktion wachstumsassoziierter Gene beteiligt und erhéht zum anderen
die Bildung von Wachstumsfaktoren und ihren Rezeptoren (Huckle und Earp 1994). Eine
Hemmung des Angiotensin Converting Enzymes bewirkt eine verminderte Synthese von
Angll und musste somit neben dem Einfluss auf ACE selbst auch den durch Angll
bedingten proliferativen Effekt vermindern.

Daten in der Literatur unterstitzen diese Annahme. So wurden in einer Studie aus dem
Jahr 1999 5/6-Nephrektomien an Ratten durchgefuhrt, die ohne weitere Behandlung
immer eine deutliche Gewichtszunahme des Nierenrestes innerhalb von vier Wochen
nach sich zogen. Eine Behandlung mit dem ACE-Hemmer Enalapril bewirkte ein
Ausbleiben dieses Wachstums, was die Autoren auf den antiproliferativen Effekt von
Enalapril zurtickfiihrten (Krivosikova et al. 1999). Auch auf glatte Muskelzellen hat

Enalapril einen proliferationshemmenden Effekt. Eine Behandlung weiblicher Ratten mit
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Enalapril bewirkte in einer Studie aus dem Jahr 1999 ein Absinken der Proliferationsrate
der glatten Muskelzellen in der Media des Ductus arteriosus und der Aorta ihrer
Nachkommen. Untersucht wurde dies unter Verwendung von PCNA als
Proliferationsmarker (TAKIZAWA et al. 1999). In vitro konnte mit Enalapril auch die
Proliferation von orbitalen Fibroblasten gehemmt werden (Botta et al. 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurde als ACE-Hemmer Enalapril verwendet, was mit der
Futterung einer kochsalzarmen Diat kombiniert wurde. Eine salzarme Fiitterung bewirkt
in Kombination mit einem ACE-Hemmer eine vermehrte Synthese von Renin (Schweda
2015). Fur die Therapie eines Hypertonus wird diese Kombination trotzdem hé&ufig
eingesetzt, da die kochsalzarme Futterung die durch den ACE-Hemmer verminderte
Ruckresorption von NaCl und damit einhergehende Verringerung der NaCl-
Konzentration noch verstéarkt. Die bendtigte Dosis des ACE-Hemmers lasst sich durch
diese MaRnahme deutlich reduzieren (Richer-Giudicelli et al. 2004).

Die Zellteilungsrate in den Nieren der Mause war nach einer einwdchigen Behandlung
signifikant erhoht im Vergleich zu der in den Nieren von unbehandelten Kontrolltieren.
Diese Erhohung der Zellteilungsaktivitat zeigte sich nur im Cortex, in der Medulla
dagegen ergaben sich keine Unterschiede. Diese Erkenntnisse stehen im Gegensatz zu
den Daten in der Literatur, die, wie oben beschrieben, eher in die Richtung einer
verminderten Zellteilungsaktivitat durch die Behandlung mit Enalapril deuten. Flr sich
betrachtet liefert die Futterung einer kochsalzarmen Diat durchaus eine Erklarung. Durch
die verringerte Aufnahme von NaCl mit der Nahrung kommt es zu einer vermehrten
Synthese von Renin und dadurch letztlich zu einer Erhéhung der Angll-Konzentration
(Graudal et al. 2017). Bericksichtigt man nun den proliferationsfordernden Effekt von
Angll, konnte dies den Anstieg der Zellteilungsaktivitdt durch die Behandlung erkléren.
Bereits 1999 konnte der proliferationsférdernde Effekt einer salzarmen Diat gezeigt
werden. Untersucht wurde dabei allerdings die Nebenniere. Die restriktive Futterung von
Kochsalz bewirkte eine vermehrte Proliferation von Endothelzellen in der Zona
glomerulosa (McEwan et al. 1999).

Die in der Literatur bisher beschriebenen Auswirkungen von Enalapril auf die
Zellteilungsaktivitat lassen keine Erklarung der in der vorliegenden Arbeit erzielten
Ergebnisse zu. Ganz neue Erkenntnisse deuten jedoch in eine andere, von Angll
unabhéngige Richtung. So scheinen Macula-densa-Zellen tber verschiedene Signalwege
die Differenzierung und Entwicklung von Zellen in der Niere zu beeinflussen. Eine

Stimulierung dieser Zellen, die durch eine Verminderung der Salzkonzentration
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hervorgerufen wird, fuhrt unter anderem zu einer Aktivierung des Wnt-Signalweges, zur
Synthese von parakrin wirkenden Substanzen und zu einer verstarkten Angiogenese
(American Society of Nephrology: ASN Kidney Week 2018 - Abstract Supplement
10/28.). Dass die Aktivierung der Macula-densa-Zellen mittels ACE-Hemmer und
salzarmer Diat auch auf die Proliferation von Zellen im Nierencortex Einfluss nehmen
kdnnte, scheint eine durchaus zu berlcksichtigende Maoglichkeit zu sein und bedarf noch

weiterer Untersuchungen.

5.3  Entwicklung der Proliferationsrate nach unilateraler Nephrektomie

Der Verlust einer Niere ist ein durch verschiedene Ursachen bedingtes Ereignis. So kann
es beispielsweise durch verschiedene Erkrankungen zum Verlust der Funktion einer Niere
kommen, oder eine Niere wird (z.B. aufgrund einer Tumorerkrankung) operativ entfernt.
Jedoch kann auch ein ansonsten vollig gesunder Patient durch eine Lebendspende eines
der paarig angelegten Organe verlieren. Unabhangig von der Ursache des Verlustes
unterliegt die kontralaterale Niere gewissen Veranderungen, die dazu dienen, die diversen
Funktionen der Nieren trotz der verringerten Anzahl an funktionsfahigen Nephronen
aufrecht zu erhalten.

Als wichtigstes Instrument, um die Funktionsleistung der Niere zu tberprifen, dient die
Messung der glomeruléren Filtrationsrate. Auch nach der Durchfuhrung einer
unilateralen Nephrektomie wird diese Messung genutzt, um Ruckschliisse darauf ziehen
zu konnen, inwieweit sich die kontralaterale Niere an die neuen Gegebenheiten anpasst
(Ben-Haim et al. 2000). In der Literatur sind die Daten einheitlich in Bezug auf die Frage,
ob es nach der unilateralen Nephrektomie zu einer Veranderung der GFR kommt. Als
Antwort auf den Verlust einer Niere wird die Funktion der Nephrone der verbleibenden
Niere gesteigert (Funahashi et al. 2011). Uneinigkeit herrscht jedoch hinsichtlich der
Dauer, bis sich post OP die ersten Veranderungen zeigen. So gibt es Studien, denen zu
Folge die GFR der einzelnen Niere innerhalb von 8 bis 12 Wochen nach der OP um 70%
im Vergleich zum Ausgangswert ansteigt (Kim et al. 2010). Andere Daten legen nahe,
dass der Anstieg nach etwa einem Monat erfolgt, jedoch mit ca. 22% deutlich geringer
ausfallt und sich im weiteren Verlauf nicht mehr andert (Chen et al. 2012). Wieder andere
Ergebnisse zeigten schon funf Tage nach der Nephrektomie einen Anstieg der GFR der
verbleibenden Niere um ca. 30% (Strandgaard et al. 1988). Der Anstieg der GFR in Folge
einer unilateralen Nephrektomie ist allerdings nicht nur ein wichtiges Kriterium zur

Kontrolle der Entwicklung der Nierenfunktion, sondern kann auch ursachlich sein fur
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maogliche Folgeschéden bei Verlust einer Niere. Die kompensatorische glomeruldre
Hyperfiltration in der kontralateralen Niere kann letztlich zur Entwicklung einer
Glomerulosklerose flihren, die wiederum zu Hypertonus, Proteinurie und dem
Voranschreiten eines chronischen Nierenversagens beitragt (Godron-Dubrasquet et al.
2017).

Unbestritten ist, dass die Entfernung einer Niere eine Zunahme von Masse, Lange und
Durchmesser der kontralateralen Niere zur Folge hat (Bohlouli et al. 2010). Dies konnte
in der vorliegenden Arbeit auch so bestatigt werden. Sowohl bei den méannlichen als auch
bei den weiblichen untersuchten Tieren stieg nach unilateraler Nephrektomie das
Trockengewicht der verbleibenden Niere innerhalb eines Zeitraums von 14 Tagen
signifikant an. Ob die Ursache fur die Massenzunahme in einer Hypertrophie, einer
Hyperplasie oder einer Kombination aus beidem liegt, wird in der Literatur jedoch sehr
kontrovers diskutiert. Viele Studien deuten darauf hin, dass sie durch eine Vergrof3erung
ohne vermehrte Zellteilung, eine Hypertrophie, bedingt ist. Fir diesen Ansatz spricht
auch die bereits 1980 gewonnene Erkenntnis, dass der Verlust einer Niere keine
Vermehrung der funktionsfahigen Nephrone im kontralateralen Organ nach sich zieht
(Larsson et al. 1980). Der Hypertrophie wird daher ein Anteil von 75-80% am
kompensatorischen Wachstum der kontralateralen Niere zugesprochen (Bridges et al.
2016; Wolf und Neilson 1991). Paulini und sein Team stellten 1969 eine gewisse
Altersabhédngigkeit hinsichtlich der Frage fest, ob die Massenzunahme durch
Hypertrophie oder Hyperplasie zu erkléren ist. Sie untersuchten mannliche Albinoratten
unterschiedlichen Alters 4 Wochen nach Durchfiihrung einer unilateralen Nephrektomie.
Die Untersuchung des DNA-Gehaltes in den Nieren diente als Kriterium, um eine
Aussage Uber eine eventuell auftretende Hyperplasie zu treffen. Wahrend eine
Gewichtszunahme der verbleibenden Niere unabhéngig vom Lebensalter eintrat, zeigten
sich hinsichtlich des DNA-Gehaltes deutliche Unterschiede. Bei den jiingeren Tiere nahm
dieser post OP deutlich zu, wahrend die Zunahme im Alter von ca. 7 Monaten bereits
wesentlich weniger deutlich ausfiel und mit fortschreitendem Alter sogar ganz ausblieb
und eine Abnahme des DNA-Gehaltes beobachtet wurde. Dies deuteten die Autoren so,
dass bei jlngeren Tieren eher eine Hyperplasie und bei &lteren im Wesentlichen eine
Hypertrophie die Massenzunahme der kontralateralen Niere bewirkt (Paulini, K., Beneke,
G. & Kulka, R. Virchows 1970).

Andere Studien messen der Hyperplasie in diesem Prozess grundsatzlich mehr Bedeutung

bei. So wurde bereits 1967 mit Hilfe einer Thymidin-Markierung der Mitoseindex von
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Nierenzellen von Ratten bestimmt und die Werte von nicht-operierten Tieren mit denen
von Tieren, die einer unilateralen Nephrektomie unterzogen wurden, verglichen. Sowohl
bei jlingeren als auch bei &lteren Tieren beobachtete man eine Erhéhung der Mitoserate
post OP (Phillips, Leong 1967).

Die Pgk1-Cyclin B1-GFP transgene Maus bot ein gut geeignetes Modell, um zu klaren,
ob eine unilaterale Nephrektomie tatsachlich eine Hyperplasie, also eine Erhdhung der
Zellteilungsrate zur Folge hat. Untersucht wurde dies an unterschiedlich alten Tieren, um
einen moglichen Einfluss des Lebensalters zu erkennen. Die Untersuchung tiefer
Gewebeschichten mit Hilfe der Multiphotonenmikroskopie erlaubte zudem Einblicke
dahingehend, welche Kompartimente der Niere postoperativen Verdnderungen
unterliegen. Eine Woche post OP war die Zellteilung in allen untersuchten Gruppen (3
bis 50 Wochen alt) deutlich gestiegen. Eine Ausnahme bildeten lediglich die drei Wochen
alten Tiere, bei denen der Anstieg nicht signifikant war. Die Hypothese, dass eine
Hyperplasie zur Massenzunahme der kontralateralen Niere zumindest beitragt, konnte
also eindeutig bestatigt werden. Die Annahme, dass bei dalteren Tieren die
kompensatorischen Veranderungen weniger stark ausgeprégt sind, konnte in dieser Arbeit
jedoch nicht bestatigt werden. Bei den é&lteren untersuchten Tieren (30, 40 und 50
Wochen) war die Erhéhung der Proliferationsrate sogar noch ausgepragter als bei den
jungeren Tieren. Wie bereits besprochen, legen die Daten in der Literatur nahe, dass das
Wachstum der kontralateralen Niere nach unilateraler Nephrektomie madglicherweise
neben einer Hyperplasie auch durch eine Hypertrophie bedingt sein kénnte. Welchen
Anteil am kompensatorischen Wachstum eine Hypertrophie neben der Erhdhung der
Proliferationsrate eventuell zusétzlich noch hat, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht und sollte Gegenstand zukinftiger Experimente sein.

Als Ursache flir das kompensatorische Wachstum der Niere nach unilateraler
Nephrektomie wird in der Literatur eine strukturelle Anpassung an die funktionellen
Veranderungen diskutiert, die nach der Operation eintreten. Der Verlust der Halfte der
funktionsfahigen Nephrone macht eine Kompensation durch die Ubrig gebliebenen
Nephrone erforderlich. Um unter anderem Salz- und VVolumenhaushalt des Korpers trotz
der Entfernung einer Niere aufrecht zu erhalten, missen die Gibrigen Nephrone umso mehr
leisten. Mdglicherweise stellt dies den Stimulus flr das kompensatorische Wachstum dar
(Schnaper 2013).

Interessant ist, dass die beobachteten Veranderungen sich zwar auch im Cortex zeigen,

allerdings in weniger deutlich und auch nur bei den dlteren untersuchten Tieren.
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Besonders eindriicklich war die Zunahme der Proliferationsrate aber in der Medulla und
dies unabhéngig vom untersuchten Lebensalter. Dies steht im Gegensatz zu der haufig in
der Literatur vertretenen Aussage, dass das kompensatorische Wachstum in erster Linie
im Cortex stattfindet (Moskowitz et al. 1996). Auf die beteiligten Zellen wird im Detail
im n&chsten Teil der Diskussion eingegangen.

Da der proliferationsfordernde Effekt einer Behandlung mit dem ACE-Hemmer Enalapril
in Kombination mit einer kochsalzarmen Diat auf die Nieren von gesunden
Versuchstieren verschiedener Altersgruppen in der vorliegenden Arbeit Dbereits
beschrieben wurde, sollte zundchst der Einfluss dieser Behandlung auf Mause untersucht
werden, die einer unilateralen Nephrektomie unterzogen wurden. Da beide Arten von
Manipulation eine Erhdhung der Zellteilungsrate hervorrufen, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass sich der stimulierende Einfluss auf die Zellteilungsaktivitat durch eine
Kombination potenziert. Sowohl die Behandlung mit Enalapril und salzarmer Diét bereits
eine Woche vor der Operation, als auch die Behandlung ab der unilateralen Nephrektomie
hatten jedoch zur Folge, dass die Zellteilungsrate im Vergleich zu ausschlieflich
operierten Tieren signifikant niedriger blieb. Eine moégliche Erklarung dafiir besteht
darin, dass die Proliferation post OP auf einer Aktivierung des RAAS beruht (Schnaper
2013). Wird die Umwandlung von Angl in Angll durch den ACE-Hemmer verhindert,
kann Angll seine proliferationsférdernde Wirkung nicht mehr entfalten. AuRerdem wurde
in diesem Versuch nicht Gberpruft, ob die GFR bei den untersuchten Tieren post OP
tatséchlich gestiegen ist. Moglicherweise fuhrt eine Behandlung mit dem ACE-Hemmer
in Kombination mit der kochsalzarmen Diét zu einem sehr niedrigen arteriellen Druck,
der daflr sorgt, dass die durch die unilaterale Nephrektomie bedingte Hyperfiltration in
der kontralateralen Niere ausbleibt und somit keinen Ausldser fur eine erhohte
Proliferation darstellt.

Wurden die Tiere lediglich mit Enalapril, aber ohne die zusatzliche Futterung einer NaCl-
armen Diéat behandelt, bestand kein Unterschied mehr in der Zellteilungsrate verglichen
mit den operierten, aber ansonsten unbehandelten Tieren, was die Hypothese eines
proliferationsfordernden Effektes einer Hyperfiltration untermauern kénnte. Durch die
alleinige Behandlung mit dem ACE-Hemmer ohne zusétzliche Futterumstellung ist der
Abfall des arteriellen Druckes mdglicherweise nicht mehr so gravierend und dafur die
Erhohung der Filtrationsleistung deutlicher als bei der kombinierten Behandlung. Die

Hyperfiltration wirde in diesem Fall wieder einen moglichen Ausléser flr die vermehrte

73



Diskussion

Proliferation darstellen. Um diese Hypothese zu testen, sind weitere Untersuchungen

notig.

5.4  Identifizierung der proliferierenden Zellen

Um spéter die Zellen zu identifizieren, die nach einer unilateralen Nephrektomie vermehrt
proliferieren, sollten in der vorliegenden Arbeit zunachst Zelltypen identifiziert werden,
die grundsétzlich zur Teilung fahig sind. Dies geschah mit Hilfe von
immunhistochemischen Farbungen, bei denen die Gewebeschnitte jeweils auf
Colokalisationen des jeweils verwendeten Markers und des in den proliferierenden Zellen

exprimierten GFP untersucht wurden.

54.1  Zelltypen mit Fahigkeit zur Teilung

Dass die Niere Uber ein grolRes regeneratives Potential verflgt, ist unbestritten. Der
Ursprung der an der Regeneration beteiligten Zellen und die Féhigkeit der einzelnen
Zelltypen zur Zellteilung sind jedoch noch nicht abschlieBend geklart (Humphreys et al.
2008). Um einen Uberblick zu erhalten, welche Zellen in der Niere in die S-, G2- und M-
Phase des Zellzyklus eintreten kénnen, wurden in der vorliegenden Arbeit zunéchst die
Tubulusepithelzellen auf ihr Teilungspotential untersucht. Sowohl eine Farbung gegen
das im proximalen Tubulus lokalisierte Rezeptorprotein Megalin, als auch eine Farbung
gegen pNCC, einen im distalen Tubulus exprimierten Natrium-Kalium-Cotransporter,
zeigten Colokalisationen mit Zellen, die GFP exprimierten und sich somit in Teilung
befanden. Epithelzellen des proximalen und auch des distalen Tubulus sind somit in der
Lage zu proliferieren. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Aussagen verschiedener
Studien (Humphreys et al. 2008; Fujigaki 2012).

Auch mit Hilfe von SGCal (soluble guanylyl cyclase alpha 1), einem NO-Rezeptor, als
corticale Fibroblasten identifizierte Zellen zeigten Teilungsaktivitat. In der Literatur
gehen die Daten hinsichtlich der Proliferation von renalen corticalen Fibroblasten
auseinander. Wahrend einige Studien ihnen die Fahigkeit zur Proliferation zusprechen
(Strutz et al. 2000), haben sie anderen zu Folge kein regeneratives Potential (Yamashita
et al. 2005).

Durch eine Farbung gegen das Oberflachenprotein CD11c wurden dendritische Zellen

markiert. Es konnten keine CD11c-positiven proliferierenden Zellen beobachtet werden,
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was die Vermutung nahelegt, dass dendritische Zellen in der Niere selbst nicht Gber die
Fahigkeit zur Teilung verfugen, obwohl sie als Mediatoren eine wichtige Rolle bei
diversen Regenerationsprozessen spielen (Rogers et al. 2014).

Die Hauptzellen im Sammelrohr wurden mit Hilfe einer Farbung gegen Aquaporin 2
angefarbt. Daten in der Literatur legen nahe, dass die Hauptzellen proliferieren kdnnen.
Dies wurde beispielsweise durch Verwendung des Proliferationsmarkers PCNA
herausgefunden (Christensen et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit konnte das
proliferative Potential dieser Zellen jedoch nicht bestatigt werden. Es konnten keine
Zellen identifiziert werden, die sowohl AP2, als auch GFP exprimieren.

Die Teilungsfahigkeit der Schaltzellen wurde mit Hilfe zweier Marker analysiert. o-
Schaltzellen wurden mit einer Farbung gegen V-ATPase (vakuoldre H*-ATPase), B-
Schaltzellen mit einer Farbung gegen den lonenkanal Pendrin markiert. In der Literatur
ist beschrieben, dass a-Schaltzellen proliferieren kénnen, wahrend B-Schaltzellen tber
dieses Potential nicht verfiigen (Welsh-Bacic et al. 2011). Dies konnte so auch in der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden.

Beim letzten hier untersuchten Zelltyp handelt es sich um Zellen des aufsteigenden Astes
der Henle-Schleife. Als Marker wurde hier ein Antikorper gegen NKCC2, einen Na-K-
2CI-Cotransporter genutzt. Auch hier konnten Colokalisationen mit in den Zellen
exprimiertem GFP beobachtet werden, was eine Teilungsféhigkeit von Zellen im
aufsteigenden Ast der Henle-Schleife nahelegt. Dieses Ergebnis deckt sich mit Daten in
der Literatur, die Zellen in der Henle-Schleife ebenfalls die Fahigkeit zur Proliferation
zusprechen (Cha et al. 2001).

Da es noch viele weitere Zelltypen in der Niere gibt, ist der hier gegebene Uberblick noch

langst nicht vollstandig und erfordert weitere Untersuchungen.

5.4.2  Veranderungen der Proliferationsrate verschiedener renaler Zelltypen
nach unilateraler Nephrektomie

Eine unilaterale Nephrektomie hatte bei den vorangegangenen Versuchen in der
vorliegenden Arbeit in fast allen untersuchten Gruppen eine Erhéhung der
Zellteilungsaktivitat zur Folge. Nach der Erstellung eines ersten Uberblickes iiber die
Zelltypen, die grundsétzlich uber Teilungspotential verfiigen, sollte daher als nachstes
néher eingegrenzt werden, welche Zelltypen diejenigen sind, die sich post OP vermehrt
teilen. Da die Veranderungen im Nierenmark besonders auffallig waren, wurde der Fokus

dabei zundchst auf dieses Kompartiment der Niere gelegt. Verglichen wurde die
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Proliferationsrate von Haupt- und a-Schaltzellen des Sammelrohres von nichtoperierten
Tieren und Mausen nach unilateraler Nephrektomie, sowie die von NKCC2-positiven
Zellen im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife.

In den Hauptzellen des Sammelrohres konnte auch nach der unilateralen Nephrektomie
keinerlei Zellteilungsaktivitat beobachtet werden. Es gab weder basal noch post OP
Colokalisationen mit dem von den proliferierenden Zellen exprimierten GFP.
Proliferierende a-Schaltzellen waren post OP zwar zu sehen, ihre Zahl war aber
verglichen mit den Basalwerten unverandert. Dieses Ergebnis widerspricht den Angaben
in der Literatur, laut denen es sowohl in Haupt-, als auch in Schaltzellen der
kontralateralen Niere zu vermehrter Proliferation als Folge einer unilateralen
Nephrektomie kommt. So wurden in einer Studie aus dem Jahr 1967 die Folgen einer
unilateralen Nephrektomie auf die kontralaterale Niere von Albino-Ratten untersucht. Die
Autoren stellten die Proliferation anhand verschiedener morphologischer Veranderungen
der Zellen fest. Dazu z&hlten unter anderem die Dilatation von Zisternen des Golgi-
Apparates und eine Zunahme des Anteils an Zytoplasma (Anderson 1967). Auffallig war
jedoch die Zunahme an proliferierenden Zellen im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife.
Eine mogliche Erklarung fur diesen Effekt bietet die Tatsache, dass in Folge eines
einseitigen Nierenverlustes die Filtration in der kontralateralen Niere zunimmt. Somit
kommt es auch zu einem Anstieg der Menge an Flissigkeit, Natrium und Kalium im
Bereich der Henle-Schleife, deren Aufgabe unter anderem in der Konzentrierung des
Harns liegt (Diezi et al. 1976). Da daher auch die Funktion der Zellen in der Henle-
Schleife erhoht werden muss, lasst sich dadurch moglicherweise die Notwendigkeit einer

strukturellen Verénderung erklaren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine vom Lebensalter abhédngige
Veranderung der Proliferationsrate renaler Zellen. Die Zellteilungsrate konnte durch die
Behandlung mit dem ACE-Hemmer Enalapril gesteigert werden, ebenso wurde eine
vermehrte Proliferation nach Durchfihrung einer unilateralen Nephrektomie in der
kontralateralen Niere beobachtet. In diesem Fall zeigt sich der Anstieg besonders deutlich

in Zellen des aufsteigenden Astes der Henle-Schleife.
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6 Zusammenfassung

Die Zellteilungsaktivitat in der gesunden Niere wurde bisher nur unzureichend
untersucht. Auch der Ursprung der Zellen, die prinzipiell zur Mitose f&hig sind und somit
die Grundlage fir die Regeneration von zugrunde gegangenem Nierengewebe bilden
konnten, wird kontrovers diskutiert. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, zunéchst
die Mitoseaktivitat der Zellen in der gesunden Niere mit fortschreitendem Lebensalter zu
klaren, um danach sowohl die Mdglichkeit der pharmakologischen Beeinflussung, als
auch Veranderungen in der kontralateralen Niere nach unilateraler Nephrektomie als
Modell fur eine Lebend-Nierenspende zu untersuchen. Dies ist von besonderem Interesse,
da nicht abschlieBend geklart ist, ob der nach der Operation auftretenden
kompensatorischen Hypertrophie der kontralateralen Niere eine Zellhypertrophie oder
eine Zellhyperplasie zugrunde liegt. Genutzt wurden flr alle beschriebenen Versuche
Pgkl1-Cyclin B1-GFP transgene Mause, die in allen Zellen GFP exprimieren, die die S-,
G2- und M-Phase des Zellzyklus durchlaufen, wéhrend in der G1- und GO-Phase kein
GFP exprimiert wird.

Die Zellteilungsrate in den Nieren der unbehandelten Mause nahm mit fortschreitendem
Alter ab, nachdem sie zundchst von der mit 3 Wochen jiingsten untersuchten Gruppe zu
den 4 Wochen alten Méausen anstieg. Die beobachteten Unterschiede beschrénkten sich
auf die Nierenrinde, wéhrend die Zahl sich teilender Zellen im Mark in allen
Altersgruppen konstant blieb.

Weiterhin wurde eine Versuchsgruppe uber eine Woche mit dem ACE-Hemmer Enalapril
in Kombination mit der Futterung einer kochsalzarmen Diét behandelt, um die in der
Literatur beschriebene Hemmung der Mitoserate durch Enalapril zu tberprifen. Dies
hatte jedoch entgegen dieser Annahme eine erhohte Mitoserate in den Nieren der
behandelten Mause zur Folge. Diese stellte sich wiederum lediglich im Bereich des
Cortex und hier in erster Linie in Zellen des Interstitiums dar.

Die Untersuchung der verbleibenden Niere eine Woche nach unilateraler Nephrektomie
zeigte beim Vergleich verschiedener Altersstufen in fast allen Gruppen eine signifikant
erhdhte Zellteilungsrate im Vergleich zu Kontrolltieren im gleichen Alter. Die
kompensatorische Hypertrophie als Antwort auf eine unilaterale Nephrektomie ist also
zumindest anteilig durch eine Zellhyperplasie bedingt. Diese stellte sich, abhangig vom
Alter der untersuchten Tiere, sowohl in interstitiellen Zellen als auch in Zellen des
tubul&ren Systems dar und wurde vor allem im Mark deutlich. Zu unterschiedlichen

Untersuchungszeitpunkten post OP (5, 7 und 14 Tage) bestanden keine Unterschiede in
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der Mitoserate. Das Trockengewicht der verbleibenden Nieren war 14 Tage post OP, wie
in der Literatur beschrieben, hoher als das der bei der unilateralen Nephrektomie
entnommenen Nieren.

Eine Kombination der unilateralen Nephrektomie mit einer im Voraus oder ab der
Operation begonnenen Behandlung mit Enalapril und salzarmer Diét fuhrte dazu, dass
die Erh6hung der Zellteilungsrate ausblieb. Bei alleiniger Behandlung mit Enalapril unter
Verzicht auf die salzarme Diét zeigte sich kein Unterschied mehr zwischen behandelten
und unbehandelten Tieren nach der Nephrektomie.

Um die zur Zellteilung fahigen Zellen zu bestimmen, wurden verschiedene
immunhistochemische Farbungen durchgefuhrt. Hierbei konnte Zellteilungsaktivitat in
Epithelzellen sowohl des proximalen als auch des distalen Tubulus, in corticalen
Fibroblasten, in a-Schaltzellen des Sammelrohrs sowie in Zellen des aufsteigenden Astes
der Henle-Schleife beobachtet werden. Nach der unilateralen Nephrektomie nahm vor

allem in Zellen der Henle’schen Schleife die Mitoseaktivitat deutlich zu.

Die vorliegende Arbeit konnte an Pgk1-Cyclin B1-GFP transgenen Méausen zeigen, dass
die Proliferation renaler Zellen altersabhangigen Veranderungen unterliegt. Nach dem
Absetzen erreicht die Proliferationsrate ihren Hohepunkt, um danach mit zunehmendem
Lebensalter abzufallen. Eine Hemmung des Angiotensin Converting Enzymes hat, so wie
auch der Verlust einer Niere, einen proliferationsférdernden Effekt. Nach der unilateralen
Nephrektomie unterliegen besonders die Zellen im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife

einer vermehrten Teilung.
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7  Summary

The proliferative activity of cell populations in the healthy kidney has not yet been
sufficiently investigated. Discussions about the origin of renal cells that have the potential
to proliferate and thus provide the basis of the regeneration of damaged kidney tissue are
still controversial. So the first aim of this work was to give an overview about the changes
in the proliferative activity of cells in healthy kidneys with advancing age. Then we
investigated potential pharmacological influences on the proliferation rate in the kidney
and the effect of unilateral nephrectomy on the proliferative activity in the contralateral
kidney as a model of living donor kidney transplants. It’s not yet finally clarified if the
postoperative growth of the contralateral kidney is based on either hypertrophy or
hyperplasia or even a combination of both events.

We used a transgenic mouse strain expressing a Cyclin-B1-GFP fusion reporter for all
experiments. These mice express GFP in cells that are in the S-, G2- or M phase of the
cell cycle, what makes them a well suited model for the investigation of the proliferative
activity of different organs.

With advancing age, the proliferative activity of renal cells in the mouse kidneys declined
significantly after reaching its highest value at the age of four weeks. The changes have
only been seen in the renal cortex, the proliferation rate in the renal medulla remained
unchanged.

The treatment with the ACE inhibitor Enalapril in combination with a low-salt diet over
a period of one week led to an increased proliferation rate compared to an untreated
control group. The changes were again limited to the renal cortex and especially visible
in the interstitium. These findings contradict the existing data that describe a decreased
proliferative activity in response to this treatment.

One week after unilateral nephrectomy, the proliferative activity of the remnant kidney
was increased compared to control groups of the same age. This was confirmed in most
of the investigated age groups. Cell proliferation was seen in interstitial cells as well as
in cells belonging to the tubular system and especially visible in the renal medulla. Thus
the compensatory growth of the remnant kidney is, at least in parts, based on hyperplasia.
The variation of the time post nephrectomy (5, 7 and 14 days) had no impact on the
proliferation rate. The dry weight of the contralateral kidney was increased 14 days after
unilateral nephrectomy.

The combination of unilateral nephrectomy and the treatment with Enalapril and low-salt

diet one week before surgery or from this day on led to the absence of the proliferative
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effects. The proliferative activity remained unchanged compared to untreated control
animals. The treatment with Enalapril in combination with a regular diet had no effect on
the increase of proliferative activity in response to unilateral nephrectomy.

To determine the cells that have the potential to proliferate, we performed
immunohistochemistry. Proliferative activity was shown in epithelial cells of the
proximal and the distal tubule, in cortical fibroblasts, in o-intercalated cells of the
collecting duct and in cells of the ascending branch of the henle loop. Unilateral

nephrectomy led to an increased number of proliferating cells especially in the henle loop.

The present work used a transgenic mouse strain expressing GFP in replicating cells to
show age-dependent changes in the proliferative activity of renal cell populations. The
proliferation rate reaches its highest value immediately after weaning and declines
constantly after that. Treatment with the ACE-Inhibitor Enalapril and unilateral
nephrectomy both lead to an increase of the proliferative activity. After unilateral

nephrectomy this increase is especially seen in the henle loop.
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9.2  Abkulrzungsverzeichnis

% Prozent
°C Grad Celsius
a alpha
beta
Mg Mikrogramm
pl Mikroliter
pHm Mikrometer
pm3 Kubikmikrometer
Aa. Arteriae
ACE Angiotensin Converting Enzyme
AK Antikorper
Angl Angiotensin |
Angll Angiotensin II
AP2 Aquaporin 2
BrdU Bromdesoxyuridin
BSA bovines Serumalbumin
bzw. beziehungsweise
CAZ ionisiertes Calcium
CD Cluster of Differentiation
CK2 Casein- Kinase 2
Cl Chlorid
Cy5 Cyanine 5
DNA Desoxyribonukleinséure
EGF Epidermal Growth Factor
FITC Fluorescein-Isothiocyanate
GFP Green Fluorescent Protein
GFR Glomeruldre Filtrationsrate
h Stunde
HS Horse Serum
I.E. internationale Einheiten
K Kalium
kg Kilogramm
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KGW

mg

ml

mm
mm?
Na
NaCl
NCC
NKCC2
nm

NO

ns

OP
PBS
PCNA
PCR
PFA
pH
RAAS
RNA
rpm
RT
SGC
TGFp1
V-ATPase
Vol%

Kdrpergewicht

Liter
Milligramm
Milliliter
Millimeter

Kubikmillimeter

Natrium

Natriumchlorid
Natrium-Chlorid-Cotransporter
Na-K-ClI-Cotransporter
Nanometer

Stickstoffmonoxid

nicht signifikant

Operation

Phosphate Buffered Saline
Proliferative Cell Nuclear Antigen
Polymerase-Kettenreaktion
Paraformaldehyd

potentia hydrogenii
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Ribonukleinséure

revolutions per minute
Raumtemperatur

Soluble Guanylyl Cyclase
Transforming Growtz Factor beta 1
vakuoldre H*-ATPase

Volumenprozent
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