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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Niere — Anatomie und Physiologie

Die Niere ist ein paarig angelegtes Organ, das sich retroperitoneal im Abdomen befindet. Bei der
Ratte befindet sich die rechte Niere vollstandig im intrathorakalen Abschnitt der Bauchhohle,
wahrend die linke Niere etwas weiter caudal liegt. Ebenso wie die menschliche Niere ist auch die
Rattenniere in eine dullere Nierenrinde und ein inneres Nierenmark sowie ein Nierenbecken

gegliedert (Achilles W. et al. 2005).

Zu den Hauptaufgaben der Niere gehoren die Ausscheidung von harnpflichtigen
Stoffwechselprodukten, wie beispielsweise Kreatinin, Harnsdure oder Harnstoff (iber den Urin
sowie die Konservierung oder Riickresorption von Substanzen, die dem Korper erhalten bleiben
sollen. Sie reguliert auRerdem den Wasser- und Elektrolythaushalt und sorgt fir ein Gleichgewicht
des Saure-Base-Haushaltes. Dariiber hinaus besitzt die Niere endokrine Funktionen, wie

beispielsweise die Synthese der Hormone Calcitriol, Erythropoetin sowie Renin (Aurich et al. 2010).

Das Nephron ist die kleinste funktionelle Einheit der Niere. Es setzt sich aus dem sogenannten
Glomerulum und einem anschlieenden Tubulussystem zusammen. Das Glomerulum besteht aus
einem Kapillarknduel, welches zwischen afferenter und efferenter Arteriole liegt. Dieses
Kapillarknduel ist von der sognannten Bowman-Kapsel und dem dazwischen gelegenen Bowman-
Raum umgeben. Das Kapillarlumen ist vom Bowman-Raum durch eine dreischichtige
Filtrationsbarriere mit unterschiedlichen groBen- und ladungsselektiven Eigenschaften getrennt.
Mit Hilfe dieser Filtrationsbarriere konnen Blutzellen, Plasmaproteine und andere Substanzen in
Abhangigkeit von ihrer Grofle und Ladung zurlickgehalten werden. Das Plasma und die darin
gelosten, frei filtrierbaren Stoffe gelangen (iber diese Barriere hindurch in den Bowman-Raum und
bilden dort den Primarharn. Im anschlieRenden Tubulussystem wird durch abwechselnde
Resorption und Sekretion der Sekundarharn gebildet. Der proximale Teil des Tubulus ist
hauptverantwortlich fiir die Resorption niedermolekularer Stoffe wie Glukose und kleineren
Proteinen. Der Sekundarharn wird mittels Sammelrohren ins Nierenbecken und tber den Ureter in
die Harnblase geleitet. Von dort aus wird er (iber die Harnrohre ausgeschieden (Klinke et al. 2005;

Aurich et al. 2010).

1.2 Mesangialzellen
Die Mesangialzellen sind hoch spezialisierte Zellen im Glomerulum und fir dessen Struktur und
Funktion verantwortlich. Gemeinsam mit der von ihnen synthetisierten mesangialen Matrix bilden

sie das sogenannte Mesangium. Bei der mesangialen Matrix handelt es sich um mesenchymales

1



Einleitung

Bindegewebe, das mit der Basalmembran in Kontakt steht. Die Mesangialzellen selbst sind
spindelférmig und enthalten Myofibrillen, welche die kontraktilen Eigenschaften dieser Zellen
bedingen. In Abhangigkeit ihrer Lage lassen sie sich in extra- und intraglomeruldare Mesangialzellen

einteilen (Liebich und Budras 2010).

/ = FuBfortsitze

\ ) der Podozyten

Abbildung 1: Aufbau des Glomerulums: (Schmidt et al. 2011) A: Am GefaBpol befindet sich die afferente Arteriole (AA),
die von sympathischen Nervenfasern (N) versorgt wird sowie die efferente Arteriole (EA). Dazwischen liegt ein spezielles,
distales Tubulus Segment, die sogenannte Macula Densa. Die Kapillarschlingen werden von den Endothelzellen (EN) im
Glomerulum gebildet. Die Filtrationsbarriere weist einen dreischichtigen Aufbau auf: zusatzlich zu den Endothelzellen
sind die glomeruldren Basalmembran (BM) und die daran anschlieBenden Podozyten (EP) mit ihren FuRfortsatzen (F) fur
die Intaktheit dieser Barriere verantwortlich. Die Mesangialzellen (M) wurden orange dargestellt. Wahrend sich die
intraglomeruldren Mesangialzellen im Glomerulum selbst befinden, liegen die extraglomeruldren Mesangialzellen (MD)
unterhalb der Macula Densa. B: Schematische Darstellung der Mesangialzellen im Glomerulum. Mesangialzellen sorgen
flr den strukturellen Zusammenhalt der glomeruldren Kapillaren und bilden das glomeruldre Grundgerdst.

Die extraglomeruldaren Mesangialzellen werden auch als Goormaghtigh-Zellen oder Lacis-Zellen
bezeichnet. Sie liegen im Bereich des Nierenpols und verbinden sich netzartig mit der Macula Densa

und den intraglomerularen Mesangialzellen (Liebich und Budras 2010).

In der folgenden Studie wurde hauptsachlich auf die funktionellen und strukturellen Eigenschaften

der Mesangialzellen im Glomerulum eingegangen.



Einleitung

1.2.1  Funktionen der Mesangialzellen
Die Mesangialzellen erfillen unterschiedliche Funktionen im Glomerulum. Sie sind fir die
strukturelle Intaktheit des Glomerulums verantwortlich und besitzen aulerdem die Fahigkeit zur

Kontraktion, womit sie Einfluss auf die glomerulare Filtration nehmen (Schléndorff 1987, 1996).
1.2.1.1 Kommunikation und Verankerung im Glomerulum

Mesangialzellen bilden gemeinsam mit der mesangialen Matrix das Grundgeriist im Glomerulum
und stabilisieren die glomeruldre Basalmembran. AuBerdem verankern sie die Kapillarschlingen im
Glomerulum und sind fiir deren Ausbildung und Erhalt verantwortlich. Wahrend der
Glomerulogenese ist die Entwicklung der Mesangialzellen eng mit der Entwicklung der
Endothelzellen verknipft. Studien haben gezeigt, dass ein mangelnde platlet-derived-growth-
factor-beta (PDGFB) Produktion der Endothelzellen, ebenso wie ein Defekt des platlet-derived-
growth-factor-receptor-beta (PDGFR-B) der Mesangialzellen zu einer mangelnden Ausbildung der
Mesangialzellen sowie zu einer verbreiterten Malformation der glomeruldren Kapillaren fihrt
(Schlondorff 1996; Kurihara und Sakai 2017). Das Wachstumshormon PDGFB ist nicht nur
mitverantwortlich flr die Proliferation der Mesangialzellen, sondern ist auch an der zellularen
Kommunikation zwischen den Mesangialzellen und den Endothelzellen im Glomerulum beteiligt.
Ebenso beeinflusst der Wachstumsfaktor Angiopoietin-1, der von den Mesangialzellen produziert
wird, die Endothelzellen. Ein Verlust von Angiopoietin-1 fihrt zu einer verminderten Integritat der

Filtrationsbarriere (Dimke et al. 2015).

Eine Kommunikation findet jedoch auch mit anderen Zellen des Glomerulums statt.
Mesangialzellen kommunizieren beispielswiese Uber den CD47-signal-inhibitory-regulatory-
protein-a (SIRPa) Signalweg mit den Podozyten. Das transmembrane Glykoprotein SIRPa ist in der
Schlitzmembran zwischen den PodozytenfuRfortsatzen lokalisiert. CD47 ist ein Ligand fir SIRPa und
befindet sich in der Plasmamembran der Mesangialzellen. In der Studie von Kurihara et al. konnte
gezeigt werden, dass dieser Signalweg fir pathologische Geschehen im Glomerulum von grof3er,
funktioneller Bedeutung ist (Kurihara et al. 2010). Zusatzlich kommunizieren die Mesangialzellen
auch Uber diverse Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise Endothelin-1 (ET-1),
Chemokin Ligand 21 (CCL21), PDGFB und transforming-growth-factor-beta (TGFB), mit den
Podozyten (Dimke et al. 2015).

Zwischen den extra- und den intraglomerularen Mesangialzellen sind sogenannte Gap junctions
ausgebildet, welche aus mehr als 20 verschiedenen Connexinen bestehen. Diese ermoéglichen mit
Hilfe von Calcium Signalen eine direkte Kommunikation zwischen den Mesangialzellen. Somit ist es
den Mesangialzellen méglich, Informationen schnell zu ibertragen und als funktionelles Synzytium

zu agieren (Yao et al. 2002; Oite 2011).
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1.2.1.2  Synthese von Zytokinen

In vitro konnte gezeigt werden, dass Mesangialzellen eine Vielzahl an Zytokinen produzieren,
darunter unterschiedliche Entziindungs- und Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise IL1B, IL6,
TNFa, PDGF und basic fibroblast growth factor (bFGF). Diese Faktoren haben eine autokrine
Wirkung auf die Mesangialzellen. Sie kbnnen jedoch ebenso von anderen Zellen, wie beispielsweise
aktivierten Makrophagen, produziert werden und parakrin auf die Mesangialzellen wirken (Cove-
Smith und Hendry 2008). In einer adulten, gesunden Niere ist die mesangiale Synthese von
Zytokinen relativ gering. Bei Patienten mit Glomerulonephritis tritt jedoch eine verstarkte Synthese
von Zytokinen und dquivalenten Rezeptoren der Mesangialzellen auf. Diese Ausschiittung triggert
die Entziindung und flihrt zu einer Proliferation der Mesangialzellen sowie zu einer verstarkten

Synthese mesangialer Matrix (Sterzel et al. 1993).
1.2.1.3  Synthese mesangialer Matrix

Die Synthese mesangialer Matrix gehort ebenfalls zu den Aufgaben der Mesangialzellen. Der
Wachstumsfaktor TGFR stimuliert die Bildung extrazellularer Matrix. Andere Wachstumsfaktoren,
wie beispielsweise PDGF sowie Zytokine und hohe Blutglukosespiegel, flihren tiber TGFR ebenfalls
zu einer verstarkten Synthese mesangialer Matrix. Physiologisch dient diese der mechanischen
Verankerung der Zellen, unterstiitzt den glomeruldren Spalt und beeinflusst die Proliferation der
Mesangialzellen. Gerdt die Synthese jedoch aus dem Gleichgewicht, entwickelt sich eine

Glomerulosklerose (Thaiss und Stahl 2000; Cove-Smith und Hendry 2008).
1.2.1.4  Fahigkeit zur Kontraktion

Mesangialzellen besitzen ein Zytoskelett aus Aktin-, Myosin-, Tropomyosin- und alpha-
Aktinfilamenten, welches sie zudem mit der Basalmembran verbindet. Diese Myofibrillen bilden die
strukturelle Grundlage der Mesangialzellen und befahigen sie zur Kontraktion (Drenckhahn D. et al.
1990). In verschiedenen Studien konnte die Kontraktilitdit der Mesangialzellen bereits belegt
werden. Die vasoaktiven Substanzen Angll, Arginin und Vasopressin flihren, ebenso wie cAMP, zu
einer mikroskopisch sichtbaren Kontraktion isolierter Mesangialzellen (Ausiello et al. 1980; Singhal
et al. 1986; Schlondorff 1987). In vivo haben die Mesangialzellen durch ihre Myofibrillen einen
direkten Kontakt zur Basalmembran. Es wird angenommen, dass sie durch Kontraktion die
Geometrie des Kapillarbetts und damit den kapillaren Fluss sowie die glomeruldre Filtration
verandern konnen (Schléndorff 1987). Ihr funktioneller Einfluss auf die glomerulare Filtration des
Einzelnephrons konnte bereits mit Hilfe von Mikropunktionsstudien gezeigt werden (Blantz et al.

1993).



Einleitung

1.2.1.5 Phagozytose

Die Fahigkeit zur Phagozytose stellt eine weitere Eigenschaft einiger Mesangialzellen dar. Die dabei
entstehenden Vesikel enthalten Makromolekiile sowie Immunkomplexe (Cove-Smith und Hendry
2008; Liebich und Budras 2010). Somit kénnen die Mesangialzellen sowohl Molekiile aus dem
Kapillarlumen aufnehmen als auch den glomeruldaren Filter reinigen. Diese Phagozytose von
Makromolekiilen wird bei der Darstellung der Mesangialzellen mittels intravitaler Mikroskopie
genutzt. Mesangialzellen nehmen den infundierten Farbstoff Lucifer Yellow (LY) auf und sind bereits

nach wenigen Minuten als griin leuchtende Zellen intravital darstellbar (SchieRl et al. 2016).

1.2.2  Regulation der Proliferation der Mesangialzellen

Die Proliferation der Mesangialzellen ist in einer gesunden, erwachsenen Niere sehr gering und
lediglich fur den kontinuierlichen Ersatz apoptotischer Zellen zustandig. Bei einer Glomerulopathie
wie beispielsweise der Glomerulonephritis kann es hingegen zu einer Vermehrung der
Mesangialzellen und zu einer verstarkten Synthese der mesangialen Matrix kommen. Eine Vielzahl
an Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise PDGF, TGFB und IL1, stimulieren tGber unterschiedliche
Signalkaskaden diese Proliferation der Mesangialzellen (Sterzel et al. 1993; Thaiss und Stahl 2000;
Chin et al. 2001; Cove-Smith und Hendry 2008).

Der Wachstumsfaktor PDGF induziert die Proliferation der Mesangialzellen und fihrt zusatzlich
Uber TNFa zu einer vermehrten Synthese mesangialer Matrix. Dabei bindet PDGF zunachst an den
PDGF Rezeptor, einen Tyrosin-Kinase-Rezeptor in der Zellmembran der Mesangialzellen. Dies hat
eine Aktivierung unterschiedlicher Effektoren, mitunter des G-Proteins rat sarcoma (Ras), zur Folge.
Uber eine Transduktionskaskade gelangt das Signal in den Zellkern. Dort werden unterschiedliche
Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise E2F und Aktivatorprotein-1 (AP-1), aktiviert. Der
Transkriptionsfaktor AP-1 fiihrt wiederum zu einer Aktivierung zahlreicher Zielgene, wie etwa Cyclin
D1. Dieses ist mit der associated-cyclin-dependent-kinase (CDK4) verknipft. CDK4 reguliert den
Ubergang von Zellen aus der GO- in die G1-Phase und damit die Proliferation der Zellen. (Cove-Smith
und Hendry 2008). In einer gesunden Niere wird CDK4 mit Hilfe des CDK4 Inhibitor p27%°! blockiert,
der unter anderem von Mesangialzellen exprimiert wird. Sinkt die Konzentration von p274*! ab,
kommt es zundchst zu einer verstarkten Proliferation der Mesangialzellen und einer
Uberexpression der mesangialen Matrix. Ein solcher Effekt ist bei einer proliferativen
Glomerulonephritis zu beobachten. Gleichzeitig ist p27*! auch an der Regulation der Apoptose
beteiligt. Das Ausbleiben oder eine zu geringe Konzentrationen des p27"! bedingt eine Apoptose
der Mesangialzellen (Marshall und Shankland 2006). Des Weiteren fiihren die Verbindung von

Cyclin D1 mit CDK4 Uber eine Phosphorylierung des Retinoblastom Proteins (pRb) zu einer
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verstarkten Expression von Proteinen, die fiir den Zellzyklus in der Proliferation bendétigt werden

(Cove-Smith und Hendry 2008).

Zusatzlich zu den Wachstumsfaktoren besitzen auch Calcium Kandle in der Zellmembran der
Mesangialzellen einen erheblichen Einfluss auf deren Zellzyklus. Das Calcium bindende Protein
Calmodulin reguliert den Zellzyklus und somit auch die Proliferation der Mesangialzellen (Cove-

Smith und Hendry 2008).

1.3 Das Anti-Thyl.1 Antikorpermodell

Im Jahre 1986 beschrieben Bagchus et al. erstmals eine Lyse der Mesangialzellen nach intravendser
Applikation des monoklonalen Anti-Thyl.1 Antikérpers bei Wistar Ratten (Bagchus et al. 1986).
Seither wurde dieses Modell in zahlreichen, unabhangigen Studien erfolgreich verwendet, um
Mesangialzellen in situ zu depletieren (Yamamoto et al. 1991; Blantz et al. 1993; Mosley et al. 2000;
Tuffin et al. 2005; Kato et al. 2013a).

Grundsatzlich kommt es durch die Applikation des Antikorpers bereits nach 15 Minuten zu einer
Schadigung und anschlieBenden Lyse der Mesangialzellen. Je nach Literaturangaben sind 72-95 %
(Yamamoto und Wilson 1987; Kurihara und Sakai 2017) der Mesangialzellen davon betroffen. Durch
die Lyse der Mesangialzellen kommt es zur verminderten Stabilisierung der glomeruldren Kapillaren
und folglich zu deren Erweiterung. Diese Aufweitung nimmt innerhalb der ersten 72 Stunden zu,
sodass der Effekt auch als ,Balloon-like” Glomerulum bezeichnet wird (Yamamoto und Wilson
1987; Kurihara und Sakai 2017). Gleichzeitig beginnt am dritten Tag die Proliferation der
Mesangialzellen und lasst deren Zellzahl bis zum fiinften Tag rasch ansteigen. Die proliferierenden
Zellen besitzen, im Gegensatz zu den ausdifferenzierten Mesangialzellen, kein Thy-1 Antigen auf
ihrer Zelloberflaiche. Somit bleibt eine Lyse der Mesangialzellen bei einer abermaligen
Antikorperinjektion innerhalb der ersten 5 Tage aus. Die ersten ausdifferenzierten Mesangialzellen
treten nach 8 Tagen auf. Etwa einen Monat spater sind die meisten Glomerula zu ihrem
Ausganszustand zurilickgekehrt, wobei akkumulierte Kollagene in der mesangialen Matrix bestehen

bleiben (Bagchus et al. 1990; Kurihara und Sakai 2017).

Bereits in den 90er Jahren wurde das Modell zur Untersuchung der funktionellen Eigenschaften von
Mesangialzellen im Glomerulum verwendet. Damals konnte mit Hilfe von Mikropunktionsstudien
der Einfluss von Mesangialzellen auf die Regulation der glomeruldren Filtrationsrate gezeigt werden
(Yamamoto et al. 1991; Blantz et al. 1993). Andere Studien wiesen auRerdem eine Proteinurie nach
der Lyse der Mesangialzellen nach und zeigten somit den Einfluss der Mesangialzellen auf die

glomerulére Filtrationsbarriere (Bagchus et al. 1986; Bagchus et al. 1990).
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1.3.1  Physiologische Relevanz des Thy-1 Antigens

Das Thy-1 Antigen, auch bezeichnet als CD90, ist ein Glycosylphosphatidylinositol-verankertes
Membranprotein, das von unterschiedlichen Zelltypen exprimiert wird. Im menschlichen Gewebe
konnte es unter anderem in Thymozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, Neuronen und T-Zellen
nachgewiesen werden, wobei es bei Letzteren eine wichtige Rolle fiir deren Aktivierung spielt.
Aullerdem ist es an unterschiedlichen biologischen Prozessen, wie Adhdsion, Migration,
Proliferation und Apoptose, beteiligt und daher ein Regulator der Zell-Zell sowie der Zell-Matrix
Kommunikation (Rege und Hagood 2006). Im Wesentlichen besitzt das Antigen zwei
unterschiedliche Allele, Thyl.1 und Thyl.2., wobei vor allem Ersteres im Gewebe von Ratten
exprimiert wird. Das Antigen befindet sich sowohl bei Ratten als auch bei Menschen auf der
Zelloberflache der Mesangialzellen. Dadurch wird es zu einem spezifischen Marker fiir diese Zellen,
jedoch wurde die genaue Funktion des Antigens in diesem Zusammenhang bisher noch nicht

vollstandig erforscht (Paul et al. 1984; Kurihara und Sakai 2017).

1.3.2  Spezifitat des Anti-Thy1.1 Antikorpers

Das Thyl.1 Antigen kommt bei Ratten in unterschiedlichen Geweben und Organen vor. So konnte
das Antigen in Organen wie der Leber, der Lunge und der Milz aber auch in nerven- und
lymphatischen Geweben nachgewiesen werden. Am stdarksten wird Thyl.l jedoch in den

mesangialen Zellen der Niere sowie in der Nebenniere exprimiert (Kato et al. 2013a).

Trotz dieser unspezifischen Verteilung des Antigens ist der Anti-Thy1.1 Antikdrper in seiner Wirkung
sehr spezifisch. Bereits nach wenige Minuten nach der Applikation kann der Antikoérper in allen
Mesangialzellen nachgewiesen werden. Vereinzelt bindet er jedoch auch an Lymphozyten im
Thymus und medullare Zellen der Nebenniere. Eine Bindung des Antikorpers fihrt jedoch nur bei
den Mesangialzellen zu einer Aktivierung des Komplementsystems (Abbildung 2). Somit kann bei
Mesangialzellen das Strukturprotein C3 bereits 30 Minuten nach der Applikation des Antikorpers
nachgewiesen werden. Dies beweist eine komplementvermittelte Lyse der Mesangialzellen,

wohingegen die anderen Zellen intakt bleiben (Kato et al. 2013a).
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Abbildung 2: Komplementbedingte Lyse der Mesangialzellen: (Kato et al. 2013a) A: Die Bindung des Anti-Thyl.1
Antikorpers fihrt zu einer Aktivierung des Komplementsystems und folglich zur spezifischen Lyse der Zelle. Dies kommt
nach Anti-Thy1l.1 Applikation ausschlieBlich bei Mesangialzellen vor. B: Eine Bindung des Anti-Thyl.1 Antikdrpers am
Antigen findet statt, jedoch verhindern membranstindige mCRPs die Aktivierung des Komplementsystems (z.B.
Lymphozyten des Thymus und medulldre Zellen der Nebenniere). C: Die Zelle besitzt zwar ein Thyl.1 Antigen jedoch
bindet der Anti-Thy1.1 Antikorper nicht daran und es erfolgt somit keine Lyse der Zelle (z.B. Stromazellen in Bronchiolen
oder Stromazellen in den Gallengdngen).

Der Grund dieser selektiven Lyse ist die organ- und zellspezifische Verteilung membranstédndiger
komplementregulatorischer Proteine (mCRPs). Zu den mCRPs gehoren unter anderem das Protein
complement-rezeptor-related-gen Y (Crry) sowie der Oberflichenfaktor complement-decay-
accelerating-factor 55 (CD55). Sie fiihren zu einer Hemmung der C3 Konvertase und verhindern
somit die Aktivierung des Komplementsystems sowie die komplementvermittelte Lyse (Fishelson
et al. 2003; Kato et al. 2013b). Wahrend die medulldaren Zellen der Nebenniere eine starke
Expression von CD55 aufweisen, besitzen die Lymphozyten des Thymus eine deutliche Expression
von Crry. Im Gegensatz dazu sind in der Niere kaum CRPs lokalisiert. Mesangialzellen besitzen
lediglich eine sehr schwache Expression von Crry und exprimieren, im Gegensatz zu ihren
benachbarten Podozyten, kein CD55. Daher fiihrt die Bindung des Anti-Thy1.1 Antikérpers nur bei

den Mesangialzellen zu einer komplementbedingten Lyse (Kato et al. 2013a; Kato et al. 2013b).
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1.3.3  Lyse der Mesangialzellen
Durch die Applikation des spezifischen Anti-Thyl.1 Antikérpers erfolgt bei der Ratte eine Lyse der
Mesangialzellen. Der genaue Ablauf dieser Lyse wird jedoch in der Literatur kontrovers diskutiert

(Rege und Hagood 2006).

Einige Autoren gehen von einer durch Anti-Thyl.1 induzierten Apoptose der Mesangialzellen aus.
Sato et al. zeigten erstmals Hinweise auf einen durch Apoptose induzierten Zelltod. Dabei wiesen
sie unter anderem die Dislokation des Phospholipids Phosphatidylserin an die AuBenseite der
Zellmembran nach. Ein Ereignis welches speziell wahrend der Apoptose ablauft. Diese Dislokation
fihrt zu einer Erkennung der Zellen durch Phagozyten sowie zur Aktivierung des
Komplementsystems (Fadok et al. 1992; Sato et al. 1996). Zusatzlich deuten Doppelstrangbriiche
sowie eine Kondensierung und Fragmentierung der DNA auf einen apoptotischen Zelltod hin

(Morita et al. 1996; Sato et al. 1996).

Eine Elektronenmikroskopische Studie im Jahr 2000 zeigte allerdings, dass bei der Anti-Thyl.1
bedingten Lyse der Mesangialzellen ebenso Hinweise auf nekrotische Prozesse bestehen. Zwar
konnte auch hier eine Kondensierung der DNA etwa 30 Minuten nach Applikation des Antikorpers
gezeigt werden, jedoch waren ebenso Merkmale einer Nekrose, wie der Verlust der Kernmembran,
das Anschwellen des Zellkérpers und die Degeneration seiner Organellen, nachzuweisen. Die
anschlieBende Lyse und der damit verbundene Austritt zelluldrer Bestandteile in das Interstitium
verursacht eine akute Entziindung und somit eine Aktivierung des Komplementsystems (Mosley et

al. 2000).

Ungeachtet der Differenzierung zwischen Nekrose und Apoptose kommt es nach der Anti-Thy1.1
Applikation zur Aktivierung des Komplementsystems. Grundséatzlich kénnen pathogene und
infizierte Zellen Uber dieses System erkannt und eliminiert werden. Hierbei gibt es drei Wege zur
Aktivierung des Komplementsystems: den klassischen Weg, den alternativen Weg und den Lektin
Weg Uber die Registrierung von Mannoseresten auf Oberflichen (Alzheimer et al. 2005). Die
Applikation des Antikérpers Anti-Thy1.1 fiihrt zundchst zur Bildung des sogenannten C1 Komplexes.
Dieser Antigen-Antikdrper-Komplex fihrt zu einer Aktivierung der C1/C1s Serinprotease und somit
zur Induktion des klassischen Wegs. Hierbei spielt insbesondere das Strukturprotein C3 eine
wichtige Rolle, dessen Ablagerung bereits 30 Minuten nach Anti-Thyl.1 Applikation in den
Mesangialzellen sichtbar wird. Uber eine Komplementkaskade kommt es schlieRlich zur
komplementbedingen Zytotoxizitat und zur Lyse der Mesangialzellen (Yamamoto T. und Wilson C.

1987; Kato et al. 2013a).
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1.3.4  Klinische Relevanz des Anti-Thy1.1 Antikdrpermodells
Mesangialzellen spielen insbesondere bei Glomerulopathien eine wichtige Rolle. Durch die
spezifische und induzierbare Lyse der Mesangialzellen und deren anschlieRender Proliferation ist

das Anti-Thy1.1 Antikérpermodell besonders fiir die Erforschung dieser Erkrankungen geeignet.

Grundsatzlich werden zwei unterschiedliche Formen der Glomerulopathien unterschieden. Zum
einen die entziindliche Glomerulonephritis, welche sowohl primar als auch sekundar als Folge einer
anderen Grunderkrankungen auftreten kann. Zum anderen die nicht entziindliche
Glomerulosklerose, welche unter anderem bei Diabetes mellitus Patienten auftritt (Riede und

Schaefer 2004).

Der Typ-2-Diabetes mellitus gehoért inzwischen zu den haufigsten Einzelursachen fiir das Auftreten
einer terminalen Niereninsuffizienz. Betroffene weisen oftmals eine sogenannte Mikroalbuminurie
auf, welche mit einem erhéhten Risiko renaler und kardiovaskuldrer Komplikationen einhergeht
(Scherbaum und Ritz 2005; Wada et al. 2013). Im Rahmen einer solchen diabetischen Nephropathie
kommt es — analog zum Anti-Thyl.1 Antikdrpermodell — zur Lyse mesangialer Zellen. Der Verlust
dieser Zellen fiihrt zu einer Aufweitung der Kapillaren und zu einer Expansion der mesangialen
Matrix (Saito et al. 1988). Eine solche Situation kann mit Hilfe des Anti-Thyl.1 Antikérpermodells
kiinstlich bei einer Ratte induziert werden, um sowohl die Pathogenese als auch mogliche

Therapieansatze genauer zu verstehen (Watanabe et al. 2011).

Die IgA-Nephritis ist die haufigste Form der primaren Glomerulonephritis beim Menschen (Thaiss
und Stahl 2000). Bereits vor 50 Jahren beschrieben Berger und Hinglais die histologischen Kriterien
der IgA-Nephritis mit Hilfe von Immunfluoreszenz- und Elektronenmikroskopie (Berger und Hinglais
1968). Durch die Ablagerung von Immunglobulin A im Mesangium des Glomerulums kommt es —
ebenso wie im Anti-Thyl.1 Antikorpermodell — zundchst zu einer Aktivierung des
Komplementsystems und demzufolge zu einer Proliferation der Mesangialzellen und einer

vermehrten Synthese mesangialer Matrix (Thaiss und Stahl 2000).

Auch in der Tiermedizin spielen entziindliche Glomerulopathien eine wichtige Rolle. Die
membranoproliferative Glomerulonephritis ist durch eine Proliferation der Mesangialzellen und
einer Zunahme an mesangialer Matrix gekennzeichnet. Man unterscheidet dabei zwei
unterschiedliche Formen der Glomerulonephritis. Beim Hund ist die haufigste Form die Typ-1-
Glomerulonephritis, welche iber Immunkomplexe vermittelt wird. Sie tritt sowohl idiopathisch als
auch sekundar, als Folge von Infektionen, entziindlichen Erkrankungen oder Endokrinopathien auf.
Beim Berner Sennenhund ist ein autosomal rezessiver Erbgang verantwortlich fir die Ablagerung
von IgM Immunkomplexen und Komplementfaktoren, welche dann zu einer Typ-1-

Glomerulonephritis fihren. Die Typ-2-Glomerulonephritis ist bei Schaflammern der finnischen
10
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Landrasse beschrieben. Bei dieser Rasse flihrt ein autosomal rezessiver Erbgang zum Mangel des
Komplementfaktors C3. Auf diese Weise kommt es zur verminderten Phagozytose von
Immunkomplexen und somit zu deren Ablagerung im Glomerulum. Beide Formen der
membranoproliferativen Glomerulonephritis sind histologisch durch eine Proliferation der
Mesangialzellen und eine Sklerosierung und Vermehrung der mesangialen Matrix gekennzeichnet

(Baumgartner 2007; Dahme und Hafner-Marx 2007; Suter et al. 2012).

Im Allgemeinen entwickelt sich als Folge eines mesangialen Zellverlustes und der Expansion von
mesangialer Matrix haufig eine chronische Niereninsuffizienz. Geht eine chronische
Niereninsuffizienz in ein terminales Nierenversagen Uber, so bleiben als lebensrettende
MaBnahmen nur die Dialyse, beziehungsweise die Transplantation. Diese MaRnahmen werden
jedoch fast ausschlieRlich in der Humanmedizin angewendet. In jedem Fall haben die betroffenen

Patienten eine stark eingeschrankte Restlebenserwartung und hohen Leidensdruck.

Die intravitale Mikroskopie bietet die Moglichkeit, die funktionellen und hdamodynamischen
Eigenschaften von Mesangialzellen in vivo zu untersuchen. Somit kann ein besseres Verstandnis
Uber die Physiologie von Mesangialzellen entwickelt werden, welches entscheidend ist, um neue

Therapieansatze fir Betroffene zu entwickeln.

1.4 Physiologische Ausscheidung von Protein

Trotz der glomeruldren Filtrationsmechanismen gelangen auch bei einer gesunden Niere einige
Gramm Albumin und kleinere Mengen niedermolekularer Proteine taglich in den Priméarharn. Das
filterte Protein gelangt zunachst in den proximalen Tubulus und bindet dort an Megalin-Cubilin-
Komplex-Rezeptoren des Birstensaums (Christensen und Birn 2001). Von dort wandert es an die
Basis der Mikrovilli und wird Gber Endozytose ins Zellinnere resorbiert. Diese Endosomen
verschmelzen anschliefend mit Lysosomen und werden somit enzymatisch abgebaut. Auf diese
Weise wird die Ausscheidung von Albumin im Endharn auf nur wenige Milligramm pro Tag reduziert

(Gekle 2005; Klinke et al. 2005; Dickson et al. 2014).

1.4.1 Pathophysiologie der Proteinurie
Grundsatzlich spricht man in der Humanmedizin bei einer Proteinausscheidung von mehr als

150 mg pro Tag von einer Proteinurie (Hofmann et al. 2001). Diese kann vielfaltige Ursachen haben.

Bei einer sogenannten prarenalen Proteinurie liegt bereits im Plasma eine erhdohte Konzentration
an niedermolekularen Proteinen vor. Somit kommt es zu einer verstdrken Filtration dieser Proteine
und zur Uberlastung des proximalen Tubulus. Eine weitere Form ist die sogenannte postrenale

Proteinurie. Auch hier ist nicht eine Erkrankung der Niere ursachlich fiir die erhdhte
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Proteinausscheidung, sondern Blutungen oder bakterielle Entziindungen unterschiedlicher Genese

in den harnableitenden Wegen (Klinke et al. 2005).

Bei der renalen Proteinurie kdnnen sowohl Schaden im Glomerulum als auch im Tubulus vorliegen.
Sie wird daher je nach Ursache in glomeruldre, gemischt glomerular-tubuldre und tubulare
Proteinurie eingeteilt. Die glomeruldre Proteinurie ist durch eine Schadigung des glomeruldren
Filters gekennzeichnet. Dabei unterscheidet man die selektive Proteinurie, bei der durch eine
veranderte Ladung des glomerularen Filters eine reine Albuminurie entsteht und die nicht selektive
Proteinurie. Letztere ist durch eine Ausscheidung von Albumin sowie hohermolekularer Proteine,
wie etwa IgG, gekennzeichnet. Dies deutet bereits auf strukturelle Schaden in der glomerularen
Basalmembran hin und tritt haufig als Folge einer zunachst selektiven Proteinurie auf. Eine rein
tubuldre Proteinurie tritt beispielsweise beim Fanconi-Syndrom sowie in Folge einer Blei-,
Quecksilber- oder Cadmiumvergiftung auf. Durch Schaden an den Tubuluszellen kdnnen kleine,
filtrierbare Proteine nicht mehr ausreichend riickresorbiert werden und es kommt zur vermehrten
Ausscheidung von Albumin sowie a;- und B,-Mikroglobulin. Liegen sowohl glomeruldre Schaden als
auch Storungen des Interstitiums oder des Tubulussystems vor, spricht man von einer gemischten

glomerulér-tubularen Proteinurie (Hofmann et al. 2001).

In der Humanmedizin wird die Albuminurie nochmals quantitativ unterschieden. Die sogenannte
Mikroalbuminurie ist durch eine Albuminausscheidung von 20-299 mg pro Tag definiert. Diese
geringgradige Erhohung der ausgeschiedenen Albuminmenge zeigt bei den betroffenen Patienten
ein erhohtes Risiko fur eine diabetische Nephropathie an und wird daher haufig als prognostischer
Friihparameter bestimmt. Im Laufe der Erkrankung kann sich daraus eine Makroalbuminurie mit

einer Albuminausscheidung von mehr als 300 mg pro Tag entwickeln (Dikow und Ritz 2003).

Eine vermehrte Filtration von Albumin ist jedoch nicht nur Folge eines Krankheitsgeschehens,
sondern kann auch selbst zu entziindlichen, fibrotischen Umbauprozessen fiihren (Remuzzi 1995;
Burton und Harris 1996; Remuzzi et al. 1997). In den Zellen des proximalen Tubulus kommt es
physiologisch zur Endozytose und zum lysosomalen Abbau filtrierter Proteine. Eine vermehrte
Filtration von Albumin flhrt jedoch zur Freisetzung von proinflammatorischen Proteinen und
Wachstumsfaktoren, wie TNFa und TGFp (Yard et al. 2001; Drumm et al. 2002). Zusatzlich kommt
es zu einer Storung der kollagenen Homoostase. Als Folge dessen kann eine interstitielle Fibrose

entstehen, die wiederum zu einer Niereninsuffizienz fihrt (Wohlfarth et al. 2003).

Auch ein Anti-Thy1.1 bedingter Verlust der Mesangialzellen flihrt zu einer Proteinurie. Dabei nimmt
die Proteinausscheidung nach der Lyse innerhalb der ersten Woche zunachst deutlich zu.
AnschlieBend reduziert sich die Proteinurie und kehrt nach zwei bis drei Wochen auf ein

Normalniveau zurlick. Eine solche Proteinurie wurde bereits von einigen Autoren beschrieben.
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(Bagchus et al. 1986; Bagchus et al. 1990; Westerweel et al. 2012). Allerdings sind die Auswirkungen
einer solchen Lyse auf die Integritat der Filtrationsbarriere und somit den glomeruldren

Siebkoeffizient bislang nicht verstanden.

Generell gilt die vermehrte Ausscheidung von Proteinen als Leitsymptom von Nierenerkrankungen
unterschiedlicher Genese und gibt Hinweise auf einen Integritdtsverlust der glomeruldren
Filtrationsbarriere. Dabei ist eine pathologisch erhéhte Proteinausscheidung im Urin nicht nur ein
Symptom, sondern beschleunigt auch die Progression einer chronischen Niereninsuffizienz und

verschlechtert damit die Langzeitprognose der betroffenen Patienten (Remuzzi und Bertani, 1998).

1.4.2  Glomerulére Filtrationsbarriere
Die glomerulare Filtrationsbarriere setzt sich aus drei, eng miteinander verbundenen
Komponenten, zusammen: dem fenestierten Endothel, der glomerularen Basalmembran und den

Podozyten (Jarad und Miner 2009).

Die erste Barriere bei der Ultrafiltration des Plasmas bilden die Endothelzellen. Speziell im
Glomerulum  bilden diese Zellen ein diskontinuierliches Endothel mit runden
transzytoplasmatischen Aussparungen, den sogenannten Fenestrae aus. Sie haben physiologisch
einen Durchmesser von 50—-100 nm und machen etwa 20 % der endothelialen Oberflache aus. Auf
diese Weise werden Blutzellen sowie grofRere Plasmaproteine zurlickgehalten. Von der Ausbildung
dieser Fenstrationen hangt unter anderem die glomerulare Filtrationsrate ab (Haraldsson et al.
2008; Satchell, S., C. und Braet 2009; Menon et al. 2012). Zusétzlich befindet sich an der luminalen
Seite des fenestrierten Endothels die Glykokalyx. Sie besteht aus negativ geladenen
Glykoproteinen, Glykosaminoglykanen sowie membranassoziierten Proteoglykanen und sorgt
somit fur eine Ladungsselektivitat. Auf diese Weise kdnnen kleine, negativ geladene Molekiile, wie
beispielsweise Albumin, mit einer GréRe von 3,6 nm nur in einem geringen Ausmaf den Filter
passieren. Eine Visualisierung der Glykokalyx ist jedoch noch immer schwierig, da sie durch die
klassischen Methoden der Fixierung haufig dehydriert und damit zerstort wird (Haraldsson et al.
2008). In der Literatur sind daher unterschiedliche Angaben tiber die Dicke der Glykokalyx zu finden.
Einige Autoren sprechen von einer physiologischen Dicke von etwa 250 nm andere von 500 nm und
mehr (Vink und Duling 1996; Wiesinger et al. 2013). Generell kann diese Schicht der
Filtrationsbarriere durch Erkrankungen unterschiedlicher Genese geschadigt werden. So flihren
beispielsweise Sepsis (Wiesinger et al. 2013), eine renale Ischamie (Ichikawa I. und Kon V. 1983)
oder Diabetes mellitus-Typll (Siegmund-Schultze 2013) zu einem Integritatsverlust der Glykokalyx

und folglich zu einer Proteinurie.
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Die Basalmembran schlief3t an die Endothelzellen an und verbindet sie mit dem viszeralen Blatt der
Bowman-Kapsel. Sie lasst sich grundsatzlich in drei Schichten einteilen: Die innerste Schicht ist dem
Endothel zugewandt und wird als Lamina rara interna bezeichnet. An diese schlieBt eine
elektronendichte Schicht, die sogenannte Lamina densa, an. Die duerste Schicht wird als Lamina
rara externa bezeichnet und ist der Epithelschicht zugewandt. Die Schichten bestehen aus
Komponenten der extrazelluldaren Matrix, wie Laminin, Kollagen IV, Nidogen sowie Proteoglycanen
und werden hauptsachlich von den Endothelzellen synthetisiert. Zu einem kleinen Teil sind auch
die Podozyten an der Synthese beteiligt, wahrend die benachbarten Mesangialzellen die

Basalmembran von ihren gefilterten Stoffen reinigen (Liebich und Budras 2010; Miner 2012).

Das viszerale Blatt der Bowman-Kapsel wird von Podozyten gebildet. Sie umgreifen mit ihren
FuRfortsatzen die AuRenseite der Kapillaren. Diese primadren Fullfortsdtze teilen sich weiter in
sekundare und tertidre Fortsatze auf, wobei sie fingerartig miteinander verzahnt sind. Auf diese
Weise entstehen Spaltraume von etwa 25 nm, die von speziellen Zellverbindungen, den
sogenannten Schlitzdiaphragmen, tiberbriickt werden. Auch die Oberflache der Podozyten ist von
einer negativ geladenen Glykokalyx (iberzogen, die gemeinsam mit dem Schlitzdiaphragma den
letzten Teil der Filtrationsbarriere bildet. Bei einer Proteinurie kann haufig eine Verbreiterung der
FuRRfortsatze und damit ein Integritdtsverlust des glomerularen Filters beobachtet werden (Liebich

und Budras 2010; Menon et al. 2012).

Obwohl die Mesangialzellen nicht direkt an der Ausbildung der Filtrationsbarriere beteiligt sind,
sorgen sie dennoch fir eine Stabilisierung der Filtrationsbarriere (Haraldsson et al. 2008). Sie sind
auBerdem direkt oder indirekt Giber Mikrofibrillen mit der glomeruldren Basalmembran verbunden
und sorgen fir die Reinigung des laminaren Filters. AuRerdem kdnnen sie durch ihre kontraktilen
Eigenschaften Einfluss auf die Geometrie der gesamten Filtrationsbarriere nehmen (Sakai und Kriz
1987; Liebich und Budras 2010). Liegen Defekte in einer oder mehrerer Komponenten der
Filtrationsbarriere vor, kommt es zu einer Proteinurie, die zu einem Nierenversagen bei betroffenen

Patienten fiihren kann (Jarad und Miner 2009).

Chronische Nierenerkrankungen verlaufen haufig progredient, sodass es selbst nach Ausheilung der
Grundursache bei betroffenen Patienten zu einer zunehmenden Verschlechterung der
Nierenfunktion kommt. Die Ursachen hierfir sind vielfaltig, haufig ist eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) beteiligt. In der Klinik bietet daher eine Hemmung des
RAAS eine wichtige Interventionsmoglichkeit zur Reduktion der Proteinurie bei betroffenen

Patienten (Wenzel et al. 2003; Remuzzi et al. 2005).
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1.5 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
Das RAAS ist physiologisch ein wichtiger Kreislauf, welcher den arteriellen Blutdruck sowie den

Volumenhaushalt des Korpers reguliert.

Bei Absinken des renalen Arteriendrucks wird das proteolytische Hormon Renin aus den
juxtaglomerularen Zellen der afferenten Arteriole freigesetzt. Dieses Hormon spaltet vom
intrahepatisch synthetisierten Angiotensinogen das Peptid Angiotensin | ab. Durch weitere
enzymatische Hydrolyse mittels Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) entsteht das eigentliche
Effektorpeptid Angiotensin Il (Angll) (Klinke et al. 2005). Zahlreiche Gefidl3e besitzen in ihrer glatten
Muskulatur Rezeptoren fiir Angll. Dieses Peptid flihrt zu einer Vasokonstriktion der GefaRe und zu
einer direkten Steigerung des Blutdrucks. Zusatzlich bewirkt Angll eine vermehrte Ausschittung
von Aldosteron aus der Nebennierenrinde. Durch dieses Steroidhormon wird die Wasser- und
Natriumresorption im distalen Tubulus gesteigert und somit das intravasale Volumen erhéht. Man

spricht hier von langfristiger Blutdruckregulation (Aurich et al. 2010).

1.5.1 Angiotensin Il Rezeptoren der Mesangialzellen

Grundsatzlich bindet das Effektorpeptid Angll an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Man
unterscheidet hierbei die Angiotensin lI-Rezeptor-Subtyp 1 (AT1) und die Angiotensin lI-Rezeptor-
Subtyp 2 (AT2) Rezeptoren. Nagetiere besitzen zusatzlich noch eine weitere Einteilung des AT1
Rezeptors in ATla und AT1b Rezeptoren. Diese unterscheiden sich jedoch funktionell nicht

voneinander (Castrop et al. 2010).

Eine Stimulation der AT1-Rezeptoren fiihrt zu den typischen von Angll verursachten Effekten.
Hierzu gehdren die Angll bedingte Vasokonstriktion der GefdRRe sowie die verstarkte Ausschittung
von Aldosteron. AulRerdem unterdriickt eine Stimulation der AT1-Rezeptoren der
juxtaglomerularen Zellen die Synthese und Ausschiittung von Renin und fihrt dadurch zu einem
negativen Feedback auf das RAAS. Die AT2-Rezeptoren werden hingegen hauptsachlich wahrend
der fetalen Entwicklung exprimiert und verschwinden zum GroRteil nach der Geburt. Die Effekte
der verbleibenden AT2-Rezeptoren scheinen den klassischen Angll bedingten Effekten

entgegenzuwirken (Sharma et al. 1998; Castrop et al. 2010).

Die Mesangialzellen besitzen hauptsachlich Rezeptoren vom Subtyp AT1a. Eine Bindung von Angll
Uber die ATla-Rezeptoren fiihrt zu einer Aktivierung der Phospholipase C und folglich zur
Veranderung des intrazelluldren Calcium-Gehaltes der Mesangialzellen. (Ernsberger et al. 1992;
Sharma et al. 1998; Ardaillou R. und Chansel D. 1993). Rezeptoren vom Subtyp AT2 sind im
Glomerulum lediglich in den benachbarten Endothelzelle und Podozyten, nicht aber in den

Mesangialzellen zu finden (Sharma et al. 1998).
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1.5.2  Akute Effekte von Angiotensin Il im Glomerulum

Bereits im Jahr 1940 konnten durch die Substitution von Renin der Einfluss des RAAS auf die
Filtration von Proteinen gezeigt werden (Pickering und Prinzmetal 1940). Spater konnte mit Hilfe
von Mikropunktionsstudien eine Angll bedingte Erhéhung der Proteinfiltration bewiesen werden
(Eisenbach und van Liew 1975; Blantz et al. 1993). Angll bewirkt jedoch nicht nur eine Erhéhung der
Proteinfiltration, sondern hat Uber AT1-Rezeptoren auch einen direkten Einfluss auf die
Mesangialzellen. Eine Angll bedingte Kontraktion der Zellen konnte in vitro mit Hilfe eines
Silikonfilms dargestellt werden (Singhal et al. 1986). Die Ergebnisse aus Mikropunktionsstudien
deuten darauf hin, dass Mesangialzellen fiir die Angll bedingte Reduktion der snGFR im
Glomerulum verantwortlich sind (Blantz et al. 1993). Allerding besitzen auch die glatten
Muskelzellen der afferenten und efferenten Arteriole AT1-Rezeptoren (Sraer et al. 1989). Anhand
isolierter Glomerula konnte eine Angll bedingte Kontraktion der Arteriolen gezeigt werden (Wilson

1986). Somit blieb bislang strittig, Giber welche Effekte Angll die glomerulare Filtration moduliert.

Heute wird vor allem die Multiphotonenmikroskopie genutzt, um einen intravitalen Einblick in die
Physiologie der Niere zu erhalten. Neben der Visualisierung struktureller Effekte kann diese Technik
genutzt werden, um funktionelle Parameter der Niere zu messen. Dabei lassen sich beispielsweise
der glomeruldre Siebkoeffizient fiir Albumin sowie die glomeruldre Filtrationsrate bestimmen

(Tanner 2009; Schiell und Castrop 2013).

1.6 Multiphotonenmikroskopie

Bereits im Jahr 1931 beschrieb die Physikerin Maria Goppert-Mayer in ihrer Dissertation die
theoretischen Grundlagen der 2-Photonenabsorption (Goppert-Mayer 1931). Heute ist die
Multiphotonenmikroskopie besonders in der biomedizinischen Forschung von groRer Bedeutung.
Die am weitesten verbreitete Multiphotonenmikroskopie ist die 2-Photonenmikroskopie, welche

auch in der intravitalen Mikroskopie ihre Anwendung findet.

Im Folgenden sollen zunéachst die physikalischen Prinzipien der Multiphotonenmikroskopie und die
sich daraus ergebenden Vorteile gegeniliber einer konventionellen 1-Photonenmikroskopie

erlautert werden.

1.6.1  Prinzipien der Multiphotonenmikroskopie

Grundsatzlich wird bei der Photonenmikroskopie ein Fluorophor mit Hilfe von Lichtenergie mit
geeigneter Wellenlange angeregt. Hierbei wird ein Elektron des Molekiils von dessen Grundzustand
SO auf ein héheres Energieniveau S2 angehoben. Von diesem strahlungsfreien S2 Zustand geht es
im Anschluss unter Energieabgabe in den S1 Zustand Uber. Unter der Abgabe von Fluoreszenz fallt

es schliefllich auf seinen Grundzustand zurtick. Es besteht also eine Differenz zwischen der Energie
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des anregenden Photons und der Energie des abgegebenen Photons. Die zur Anregung verwendete
Energie ist hoher und somit auch kurzwelliger als die emittierte Fluoreszenzenergie. Diese
Verschiebung der Wellenldangen wird Stokes-Verschiebung genannt und ist die Voraussetzung fir

die Fluoreszenzmikroskopie (Oheim et al. 2006).

Im Unterschied zur 1-Photonenmikroskopie wird bei der Multiphotonenmikroskopie ein
Fluorophor nicht nur durch ein Photon, sondern durch zwei oder mehrere Photonen angeregt.
Dabei teilt sich die Energie, die zuvor in einem Photon steckte, auf zwei beziehungsweise mehrere
Photonen auf. Die Photonen der 2-Photonenmikroskopie besitzen daher eine doppelt so lange
Wellenldnge. Um trotz halber Energie dennoch die zur Anregung benétigte Energie bereitzustellen,
miissen beide Photonen gleichzeitig ankommen. Dies wird bei der Multiphotonenmikroskopie mit
Hilfe eines non-linearen-Lasers und einer Pulsrate von etwa 100 MHz gewiéhrleistet (Peter T. et al.

2000; Diaspro et al. 2006).

1.6.2  Vorteile der Multiphotonenmikroskopie

Die Multiphotonenmikroskopie besitzt im Vergleich zur 1-Photonenmikroskopie zahlreiche
Vorteile: So ist die Wellenlange der Lichtquelle im Vergleich zur 1-Photonenmikroskopie
mindestens doppelt so groS. Dadurch wird eine tiefere Penetration des Gewebes und eine
Verringerung der Streuung des Lichts erreicht. Dies ist besonders fiir die intravitale Mikroskopie
entscheidend, da hier eine moglichst hohe Eindringtiefe die Voraussetzung fir funktionelle
Aufnahmen ist. Ein Weiterer Vorteil ist, dass ein Photon mit gréBerer Wellenlange und niedrigerer
Frequenz auch energiedarmer ist und dadurch weniger Lichtschaden am narkotisierten Versuchstier
verursacht. Zusatzlich wird das Ausbleichen der verwendeten Farbstoffe vermindert (Diaspro et al.
2006; Oheim et al. 2006). Die Multiphotonenmikroskopie ist zudem intrinsisch konfokal. Aufgrund
der niedrigen Wahrscheinlichkeit, dass zwei Photonen gleichzeitig absorbiert werden und damit zu
einer Anregung des Fluorophors fiihren, beschrankt sich die Erregung auf einen Femtoliter im
Brennpunkt. Eine Lochblende, die ansonsten bendtigt wird um ein scharfes Bild darzustellen, wird

somit UberflUssig (Diaspro et al. 2006).

Die Physiologie der Niere wurde bereits mit Hilfe intravitaler Multiphotonenmikroskopie
untersucht (Tanner 2009; Peti-Peterdi et al. 2016). Aufgrund der hohen Anschaffungskosten und
der Komplexitdt der Methoden wird die intravitale Multiphotonenmikroskopie trotz ihrer

immensen Vorteile noch immer selten praktiziert.
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2 Fragestellung

Mesangialzellen besitzen eine zentrale Funktion im Glomerulum und sind auBerdem bei der
Entwicklung diverser Nierenerkrankungen beteiligt. Hierzu zdahlen unter anderem die diabetische
Nephropathie, deren Pravalenz in den letzten Jahrzehnten zugenommen hat, sowie die IgA-
Nepbhritis. Letztere zahlt derzeit zur haufigsten Form der primaren Glomerulonephritis und besitzt

daher eine hohe klinische Relevanz.

In der vorliegenden Arbeit soll mit Hilfe der Multiphotonenmikroskopie erstmals die funktionelle
Bedeutung der Mesangialzellen in vivo untersucht werden. Mesangialzellen besitzen Rezeptoren
fiir Angiotensin Il (Angll) und auBerdem die Fahigkeit zur Kontraktion, welche bereits in vitro gezeigt

werden konnte. Vor diesem Hintergrund soll folgende Hypothese tberprift werden:

Mesangialzellen kénnen durch ihren kontraktilen Phénotyp die Struktur im Glomerulum verdndern
und somit den glomeruldren Blutfluss, sowie die Filtrationsrate des Einzelnephrons (snGFR)
regulieren. AufSerdem sind sie indirekt an der Aufrechterhaltung der Integritit der glomeruldren

Filtrationsbarriere beteiligt.

Um diese Hypothese zu Uberpriifen, sollte zundchst der funktionelle Einfluss von Angll auf die
snGFR und den kapillaren Fluss im Glomerulum bestimmt werden. Im Anschluss sollten dieselben
Messungen bei Anti-Thyl.1 behandelten Ratten durchgefiihrt werden. Falls die Mesangialzellen
verantwortlich fir die Angll bedingten Veranderungen sind, sollte eine Angll-Infusion nach
Mesangiolyse einen veranderten oder keinen Einfluss auf die snGFR und den kapillaren Fluss haben.
Um blutdruckbedingte Effekte zu erfassen, wurden analoge Versuche mit dem Vasokonstriktor

Noradrenalin (NA) durchgefiihrt.

Des Weiteren sollte die Bedeutung der Mesangialzellen fiir die Integritdt der Filtrationsbarriere
ermittelt werden. Hierfir wurden zum einen die Auswirkungen einer mesangialen Lyse auf den
glomerularen Siebkoeffizient fir Aloumin (GSCa) mit Hilfe der intravitalen Mikroskopie gemessen,
und zum anderen wurden die sich ergebenden strukturelle Anderungen mit Hilfe

immunhistologischer sowie elektronenmikroskopischer Aufnahmen analysiert.
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3 Material

3.1 Geridte

Produkt

Chirurgische Instrumente Fine Science Tools; Heidelberg
Computer EliteDesk 800 G4 TWR, HP; Boblingen
Isofluran Verdampfer Groppler Medizintechnik; Deggendorf
Kamera AxioCam Mrm, Zeiss; Jena

Kihl- und Gefrierschranke

Hera Freeze, Thermo electron corporation;
Langenselbold; Premium NoFrost, Liebherr;
Biberach a.d. Riss

Laser Chameleon Ultra-II Multiphoton-Laser;
Coherent USA
Magnetriihrer MR80, Heidolph; Schwabach

Mehrkanalpipette

8-Kanile, Sorenson, BioScience, Inc.; Murray
USA

Microplate Reader

Tecan Sunrise; Schweiz

Mikroskop Axio Observer 71, Zeiss, Jena LSM 710, Zeiss;
Jena
Mikrotom Leica RM2265; Wetzlar

Narkosegas Absorber

Harvard Apparatus GmbG Holliston;
Massachusetts USA

NDD Filter

ZEISS Reflektormodul 424931 AHF,
Analysetechnik AG; Tibingen

OP Tischbeleuchung

KL 1500 LCD, Schott; Mainz

Osmometer Osmomat 030, Gonote; Berlin

Perfusionspumpe 323, Watson Marlow; Wilmington USA

pH Meter Digital pH-Meter, SevenCompact, Mettler;
GieRen

Pipetten Pipetman P2, P10, P20, P100, P200, P1000,

Gilson; Middelton USA

Pipettierhilfe Multipette E3

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetboy

ISB Integra Biosciences; Chur Schweiz

Ratten Operationstisch

08301, KE Med. Techn. Geratebau; Pfaffing a.d.
Attel

Schermaschine

Aeskulap, Braun; Melsungen

Schittler

Rotamax, Heidolph; Schwabach

Silikonkautschuk GieRformen

Roth; Karlsruhe

Transmissionselektronenmikroskop

Zeiss 902; Jena

Ultramikrotom

Leica EM UC6; Wetzlar

Vortexgerat

USA REAX1, Heidolph; Schwabach

Waagen

Analysewage  H-20T, Mettler, Giellen;
Wagetechnik Dlirnberger; Obertraubling

Warmeplatte

OTS40 Medite Medizintechnik; Burgdorf

Zentrifugen

Zentrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg;
Neolab Migge GmbH; Heidelberg

21



Material

3.2 Verbrauchsmaterial

Produkt

Centrifugal Devices 30 K

Pall Life Sciences; Ann Arbor, USA

Deckglaschen

Marienfeld; Lauda-Konigshofen

Cups 2 ml, 5 ml Eppendorf; Hamburg

Cups 1,5 ml Roth; Dautphetal-Buchenau
Falcon Tube Sarstedt 15ml, 50ml; Nimbrecht
Fettstift Science Services; Miinchen

Handschuhe Nitril

Neolab; Heidelberg

Insulinspritzen

BD Medical, Le pont de Claix Cedex; Frankreich

Kanilen

Braun 22G, 20G; Melsungen

Microwell 96-Well Platte

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

Sekundenkleber

UHU; Buhl/Baden

Serumrohrchen Sarstedt; Numbrecht
Objekttrager Thermo Scientific; Braunschweig
Wattestabchen DM; Karlsruhe

3.3 Antikorper

Zielantigene

Thy1.1/CD90 (mouse)

Sino Biological; Chesterbrook, USA

Albumin (goat)

Abcam; Berlin

Podocin (rabbit)

IBL; Minneapolis, USA

Synaptopodin (goat)

Santa Cruze; Dallas, USA

aSMA (rabbit)

Abcam; Berlin

Cy2 (mouse, rabbit, goat)

Dianova; Hamburg

Cy5 (mouse, rabbit, goat)

Dianova; Hamburg
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3.4 Chemikalien, Pharmazeutika und Kits

Produkt

Albumin-ELISA

Immunology Consultans Laboratory, Inc,;

Portland, OR, USA

Alexa Fluor 594 conjugate

Life Technologies GmbH; Darmstadt

Angiotensin Il

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen

Augensalbe

Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Bayer;
Leverkusen

Coomassie Plus Assay Kit

Life Technolgies; Carlsbad, USA

Dapi Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, USA
DPX Mounting Medium Sigma Alderich; Steinheim
Ethanol Merck; Darmstadt

Fentanyl 0,1 mg/2 ml

Janssen; Neuss

Formaldehyd

Merck; Darmstadt

Glycergel Mounting Medium

Dako Cytomation; Glostrup, Ddnemark

Heparin (5000 I.E./ml)

Roche; Mannheim

Hoechst 33342 Invitogen; Eugene, USA
Isofluran Baxter; Hochstadt
Isopropanol Merck; Darmstadt

Isotone NaCl-Lésung

Braun; Melsungen

Lucifer Yellow

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

Mammalian Protein Extraction Kit

Life Technologies; Carlsbad USA

Mecain 10 mg/ml

PUREN Pharma GmbH; Miinchen

Methanol Merck; Darmstadt
Midazolam 5 mg/ml ROTEX-Medica; Trittau
Narcoren Merial GmbH; Hallergmoos
Norepinephrin 1 mg/ml Arterenol, SANOFI; Hochst
Paraffin Leica; Wetzlar

Paraformaldehyd

Merck; Darmstadt

Protein Standard SDS Page

Life Technologies; Carlsbad, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Sigma Alderich; Steinheim

Wheat germ agglutinin Floureszin Conjugate

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

Xylol

Merck; Darmstadt

3.5 Software

Produkt

Citavi 6 Swiss Academic Software GmbH; Wadenswil
Schweiz

Fiji Imagel; Maryland, USA

Microsoft Office Professional Plus 2019 Microsoft Corporation; Redmond, USA

Prism 5 GraphPad; San Diego, USA

PowerLabs AD Instruments; Oxford, UK

ZEN2011 Zeiss; Oberkochen
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4 Methoden

Im Folgenden sollen die verwendeten Methoden sowie Versuchsprotokolle beschrieben und erklart

werden.

4.1 Versuchstiere

Die durchgefiihrten Tierversuche wurden durch die Regierung der Oberpfalz unter dem
Aktenzeichen RUF 55.2.2-2532.2-964-12 (2019) genehmigt. Die Durchfiihrung der Versuche
erfolgte gemaR den Empfehlungen der Federation of European Laboratory Animal Science

Associations (FELASA).

4.1.1  Munich Wistar Froemter Ratten

Um den funktionellen Einfluss der Mesangialzellen zu untersuchen wurden Munich Wistar
Froemter (MWF) Ratten flr die intravitale Multiphotonenmikroskopie verwendet. Aufgrund ihrer
zahlreichen oberflachlich gelegenen Glomerula ist dieser Stamm fiir die Multiphotonenmikroskopie
besonders geeignet (Hackbarth et al. 1983). Fiir die Versuche wurden Tiere beider Geschlechter,

mit einem Gewicht von 130 g bis 210 g und einem Alter von 7 bis 11 Wochen verwendet.

Im Folgenden wird die Bezeichnung ,,MWF Ratte” als Synonym fiir eine nicht behandelte Ratte

verwendet, wohingegen die behandelten Tiere als ,,Anti-Thy1.1 Ratte” bezeichnet werden.

4.1.2 Haltung der Versuchstiere
Die Versuchstiere entstammen einer universitatsinternen Zuchtlinie und wurden bei einer
Raumtemperatur (RT) von 23 + 2 °C, einer Luftfeuchtigkeit von 55 + 5 % sowie einem 12 h Tag-

Nacht-Rhythmus gehalten. Futter und Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verflgung.

4.2 Untersuchung der Nierenfunktion mit Hilfe der Multiphotonenmikroskopie
Um den funktionellen Einfluss der Mesangialzellen im Glomerulum zu untersuchen, wurden die
Versuchstiere sowie die verwendeten Farbstoffe entsprechend vorbereitet und die

Messeinstellungen am Multiphotonenmikroskop konfiguriert.

4.2.1 Applikation und Dosierung des Anti-Thy1.1 Antikorpers

Die Injektion des Anti-Thy1.1 Antikorpers erfolgte 24 h vor der geplanten intravitalen Mikroskopie.
Hierfir wurde das Versuchstier mittels Isofluran narkotisiert und in Bauchlage auf einem
beheizbaren Tisch positioniert. Um eine moglichst gute Perfusion der Schwanzvenen zu erreichen,
wurde der Schwanz zusatzlich mit einer Rotlichtlampe angewarmt. Die Injektion des Anti-Thyl.1

Antikorpers (1 mg/kg) erfolgte mit Hilfe eines Venenverweilkatheters (ber die laterale
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Schwanzvene. Den Kontrolltieren wurde das Losungsmittel PBS (2 ml/kg) in derselben

Vorgehensweise appliziert.

4.2.2 Vorbereitung der Versuchstiere

Fir die Untersuchung am Multiphotonenmikroskop wurden die Versuchstiere zunachst in einer
Kammer mittels 5 Vol % Isofluran-Narkose eingeleitet. Im Anschluss wurde die Isofluran-Narkose
auf 2,5 % verringert und Uber die Maske gegeben. Zusatzlich wurde das Tier mit einer Fentanyl-
Dauertropfinfusion (5 pg/kg/h) anasthesiert. Die Narkosetiefe wurde in regelméaRigen Abstanden
anhand des Zwischenzehenreflexes Uberprift. Zu Beginn der Narkose wurde beidseitig eine
Augensalbe aufgetragen, um die Augen vor moglichen Defekten der Cornea zu schitzen. Im
Anschluss wurde das narkotisierte Versuchstier an der linken Flanke rasiert und jeweils 60 pl
Lokalanasthetika (Mepivacain, 10 mg/ml) sowohl an der linken Flanke als auch ventral am Hals
subkutan injiziert. Fir den nachfolgenden chirurgischen Eingriff wurde die Ratte in Riickenlage auf
einem beheizbaren Tisch befestigt und zusatzlich mit einer Rotlichtlampe bestrahlt. Um stets eine
physiologische Korpertemperatur zwischen 36,0 und 40,0 °C (Wolfensohn und Lloyd 2003) zu

gewahrleisten, wurde die Temperatur mit Hilfe einer Rektalsonde kontinuierlich gemessen.

4.2.3  Operation der Versuchstiere

Der arterielle sowie der venose Zugang erfolgte ventral des Halses auf Hohe der Mandibeln und
wurde bis auf Hohe des Brustbeins verlangert. Zunachst wurde die rechte Arteria carotis stumpf
frei prapariert und moglichst cranial mit einem Faden ligiert sowie caudal mit einer Klemme
versehen. Im Anschluss erfolgte die Eroffnung und Katheterisierung der Arteria carotis mit einem
handgezogenen heparinisierten Polyethylenkatheter und die Befestigung des Katheters mittels
zwei Faden an der Arterie. Die Katheterisierung der rechten Vena jugularis erfolgte mit bis zu drei
Kathetern analog. Wahrend der arterielle Katheter der Messung des Blutdrucks und der Kontrolle
der Herzfrequenz diente, konnten Gber den vendsen Katheter die benétigten Farbstoffe sowie eine

Angll, NA oder NaCl-Infusion appliziert werden.

Um die Niere fur die intravitale Mikroskopie zuganglich zu machen, wurde die Ratte in Seitenlage
gebracht und das Organ Uber einen ca. 1-2 cm grofRen Schnitt an der linken Flanke aus der
Abdominalhéhle hervorgelagert. Die Niere wurde im Anschluss an einem selbstgefertigten Fenster

befestigt, um die Bewegungsartefakte wahrend der intravitalen Mikroskopie zu minimieren.

4.2.4  Blutdruckmessung
Der arterielle Blutdruck wurde wahrend den intravitalen Aufnahmen am Multiphotonenmikroskop
direkt und kontinuierlich gemessen. Hierfir wurde der arterielle Katheter mit einem

Druckmessfiihler verbunden und die Werte mit Hilfe des Programms Power Labs aufgezeichnet. Die
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im Folgenden aufgefiihrten Blutdruckwerte entsprechen jeweils dem mittleren arteriellen

Blutdruck.

4.2.5 Vorbereitung und Dosierung von Angll, NA und NacCl

Fir eine adaquate, vergleichbare Erhéhung des Blutdrucks bei einer konstanten Infusionsmenge
von 0,16 ml/kg/min wurden die Konzentration von Angll beziehungsweise NA entsprechend
angepasst. Hierfir wurden Angll und NA auf Eis mit steriler NaCl-Lésung auf die gewiinschte
Endkonzentration (Angll: 0,5 pg/ml; NA: 1,0 ug/ml) verdiinnt und anschlieRBend in Aliquote bei -20
°C bis unmittelbar vor dem Gebrauch gelagert. Fir die Infusion mit NaCl wurde eine sterile Losung

verwendet, welche in gleicher Menge dem Versuchstier infundiert wurde.

4.2.6  Multiphotonenmikroskopie

Die Multiphotonenmikroskopie ermdoglicht eine intravitale Darstellung von Organstrukturen, in
diesem Falle der Niere, sowie die Messung funktioneller Parameter des Organs. Hierfir ist das
Mikroskop mit einem beweglichen und beheizbaren Tisch ausgestatten, auf welchem das
narkotisierte Tier in linker Seitenlage positioniert wurde. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe
wurden von einem Chameleon Ultra-Il Multiphotonen Laser mit einer Wellenlange von 860 nm
angeregt und die Emission Uber interne Detektoren ermittelt. Zur VergréBerung wurde ein 40-

faches Wasserobjektiv verwendet.

4.2.6.1 Eigenschaften, Vorbereitung und Dosierung der Farbstoffe zur Visualisierung der

Mesangialzellen und zur Ermittlung der funktionellen Parameter

Fiir die Visualisierung der Mesangialzellen und die Ermittlung ihres funktionellen Einflusses wurden

geeignete Farbstoffe Gber den Venenkatheter des Versuchstieres appliziert:

Lucifer Yellow (LY) ist ein niedermolekularer, frei filtrierbarer Farbstoff mit einer Emission von
536 nm. Fiir die Darstellung der Mesangialzellen wurde der Farbstoff in einer Konzentration von
12,5 mg/ml verwendet. Die Mesangialzellen nehmen durch ihre absorptiven Eigenschaften den
Farbstoff auf und weisen nach einer 20-minutigen DTI (5 pl/min) eine intensiv griine Farbung auf.
Zur Bestimmung der snGFR wurde hingegen eine Konzentration von 5 mg/ml verwendet. Je nach
benotigter Konzentration wurde der Farbstoff mit NaCl gel6st, anschlieBend aliquotiert und bei -

20 °C bis zur Verwendung gelagert.

Die Zellkerne wurden mit dem interkalierenden Farbstoff Hochst 33342 (0,5 ml/kg) angefarbt.
Dieser Farbstoff wird in geloster (10 mg/ml) Form angeboten und wird bei 4 °C gelagert. Das

Emissionsmaximum liegt bei 540 nm und wird blau dargestellt.
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Fir die Visualisierung der Kapillaren bei der Messung der kapillaren Flussgeschwindigkeit sowie fiir
die Messung des GSCa wurde der an Albumin gebundene Farbstoff Alexa 594-BSA verwendet
(6,5 mg/kg; Emission 617 nm). Der Farbstoff wurde zunichst in einer sterilen PBS-Losung zu einer
Konzentration von 5 mg/ml gelost. Um die Losung von nicht an Albumin gebundenen Farbstoff zu
reinigen, wurde diese in 30 kDa Membranreagenzbehaltnissen bei 14000 rpm zentrifugiert.
AbschlieBend wurde die Losung mit einer sterilen PBS-Losung auf die Endkonzentration von

5 mg/ml aufgefillt, in Aliquote aufgeteilt und bei -20 °C gelagert.

Um die Glykokalyx darzustellen, wurde Wheat Germ Agglutinin Fluoreszin (WGA) verwendet
(0,3 ml/kg). Dieser Farbstoff liegt ebenso wie LY im griinen Bereich und besitzt ein
Emissionsmaximum von 518 nm. Fir die intravitale Anwendung am Mikroskop wurde der Farbstoff
zunéchst in einer NaCl-Verdiunnung geldst (10 mg/ml) und anschlieRend in Aliquote bei -20 °C

gelagert.

Die Abbildung 3 zeigt die einzelnen, intravital verwendeten Farbstoffe:
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Abbildung 3: Visualisierung der glomeruldren Strukturen: A: Der an Albumin gebundene Farbstoff Alexa 594-BSA
befindet sich in den Kapillaren und reichert sich im proximalen Tubulus an. B: LY reichert sich zunachst im proximalen
Tubulus an. C: Der Farbstoff WGA-Fluoreszin flihrt zu einer griinen Farbung der endothelialen Glykokalyx im Glomerulum,
(D) wohingegen der Farbstoff Hoechst 33342 die Zellkerne blau anfarbt. E: Darstellung der unterschiedlichen
verwendeten Farbstoffe in einem Glomerulum. LY reichert sich nach etwa 20 Minuten in den Mesangialzellen an und
farbt diese leuchtend griin (blau: Hoechst 33342; rot: Alexa 594-BSA).

4.2.7 Bestimmung funktioneller Parameter der Nierenfunktion

Nach der Platzierung des Versuchstiers auf dem beheizbaren Tisch des Multiphotonenmikroskops
erfolgte die Adaption des arteriellen Katheters an den Druckmessfiihler, um eine kontinuierliche
Uberwachung des Blutdrucks zu gewahrleisten. Im Anschluss wurden die funktionellen Messungen,

wie im Folgenden beschrieben, durchgefiihrt.
4.2.7.1 Glomerularer Siebkoeffizient fiir Albumin

Der glomerulédre Siebkoeffizient fiir Aloumin (GSCa) zeigt die Intaktheit der Selektivitat der

glomerularen Filtrationsbarriere. Er wird Uber folgende Formel definiert (Deen 2004).

Konzentration von Albumin im Harnraum

GSC Albumin =
wmn Konzentration von Albumin in den Kapillaren
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Der Farbstoff Alexa 594-BSA ist an Albumin gebunden. Mit Hilfe der Multiphotonenmikroskopie
kann die Fluoreszenzintensitat dieses Farbstoffs in den Kapillaren sowie im Harnraum ermittelt
werden und somit der GSCa im Glomerulum unter Berticksichtigung der Hintergrundfluoreszenz

bestimmt werden.
4.2.7.1.1 Messeinstellungen fir die Bestimmung des Siebkoeffizienten von Albumin

Die MessgrofRe bei der Ermittlung des GSCa ist die Fluoreszenzintensitat von Alexa 594-BSA, welche
im roten internen Kanal detektiert wurde. Fiir die Messaufnahmen wurde eine Zeitserie mit
insgesamt sechs Bildern a 16-Bit Uiber eine Minute aufgenommen. Die Anzahl der Pixel betrug

512 x 512.

Bei der experimentellen Ermittlung des GSCa ist der Detektorschwellenwert, auch Offset genannt,
malgeblich fiir das sogenannte Signal-Rausch-Verhdltnis verantwortlich. Je hoher dieser Wert ist,
desto hoher ist das Hintergrundrauschen im Bild. Wird der Schwellenwert zu hoch angesetzt, so ist
die gemessene Fluoreszenzintensitat héher als die tatsachliche Intensitat. Ist der Schwellenwert

jedoch zu niedrig, so kann ein reales Signal nicht vom Detektor erkannt werden.

Die passende Einstellung fiir den Detektorschwellenwert wurde zunachst mit Hilfe des Mikroskops
ermittelt. Hierfir wurde ein Versuchstier zur intravitalen Untersuchung vorbereitet und auf dem
Mikroskop platziert. Auf die Applikation eines Farbstoffes wurde verzichtet. Die
Hintergrundintensitat im Glomerulum wurde bei einer Laserpower von 7 % (von 3200 mW) fiir die
folgenden Offsets ermittelt: -1000, -1200, -1300, -1400, -1500, -1600, -1700, -1800, -1900, -2000, -
2500 und -3000.

A Backgroundintensitét B Backgroundintensitét linearer Bereich
1.5+ 1.5+
5 . & r?=0,9906
[ meare’ | e [ y = 0,02659 + 45,31
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Abbildung 4: Ermittlung des Detektorschwellenwertes fiir den GSCa: A: Die Hintergrundintensitdit wurde bei
gleichbleibender Laserpower von 7 % und unterschiedlichen Offset Einstellungen gemessen und gegeneinander
aufgetragen. Hierbei ergab sich ein linear ansteigender Bereich sowie eine Plateauphase. B: Um ein optimales Signal-
Rausch-Verhéltnis zu gewahrleisten wurde der x-Achsen Schnittpunkt der Regressionsgerade mit dem hdochsten
BestimmtheitsmaR (r2=0,9906) verwendet.
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AnschlieBend wurde die gemessene Hintergrundintensitat im Glomerulum gegen den jeweiligen
Offset-Wert aufgetragen (Abbildung 4). Die daraus resultierende Kurve lieB sich in zwei Abschnitte
gliedern. Eine Plateauphase, in welcher der Detektor keine ausreichende Sensitivitat zur Detektion
der Unterschiede besaR und einen linearen Bereich. Die optimale Offset-Einstellung liegt zu Beginn
des linearen Bereichs und gewahrleistet eine ausreichende Sensitivitdt, ohne das Rauschen
falschlicherweise zu erhohen. Um diesen Offset-Wert zu ermitteln, wurden zunachst verschiedene
auf diesem Datensatz basierende Regressionsgeraden erstellt. AnschlieBRend wurde fir jede
Regressionsgerade das jeweilige Bestimmtheitsmald kalkuliert. Das hochste BestimmtheitsmaR
(r=0,9906) wurde fiir einen x-Achsenschnittpunkt bei -1704 ermittelt und auf einen Wert von -

1700 gerundet.
4.2.7.1.2 Experimentelle Ermittlung des Siebkoeffizienten fir Albumin

Fiir die experimentelle Bestimmung des GSCan wurden die in 4.2.7.1.1 beschriebenen
Messeinstellungen verwendet. Nach der Platzierung des Versuchstiers auf dem beheizbaren Tisch
des Mikroskops wurden zunachst vier bis sechs oberflachlich gelegene Glomerula unter der HXP-
Fluoreszenzlampe ermittelt. Um die einzelnen Messungen vergleichbarer zu machen, wurden alle
Aufnahmen in einer Tiefe von 30 um unterhalb der Nierenkapsel gemacht. Die Einstellung der
exakten Aufnahmetiefe erfolgte mit Hilfe der sogenannten Second Harmonic Generation (SHG).
Diese Frequenzverdopplung ist ein optischer Effekt, welcher entsteht, wenn ein Photon auf ein
nicht lineares optisches Medium, in diesem Falle die Kollagenschicht der Nierenkapsel, trifft
(Schiirmann 2010). Bei der intravitalen Multiphotonenmikroskopie ist diese Frequenzverdopplung

an der Nierenkapsel durch ein erhéhtes Rauschen im Bild zu erkennen.

Zunachst wurde die Hintergrundintensitdt der einzelnen Glomerula in einer Tiefe von 30 pum
bestimmt. Im Anschluss wurde der an Albumin gebundene Farbstoff Alexa 594-BSA iber den
venosen Zugang appliziert (1,3 ml/kg). Fur die weitere Aufnahmen musste eine Wartezeit von
mindestens 10 Minuten nach Applikation eingehalten werden. Diese Zeit gewahrleistet, dass die
folgenden Messungen nicht durch frei filtrierbaren Farbstoff gestért werden. Nach dieser Wartezeit
wurden einstellungsgleiche Messungen durchgefiihrt. Die Kapillaren sind durch die Gabe von Alexa
594-BSA leuchtend rot gefarbt, wahrend sich der Harnraum beinahe schwarz darstellt. Um
auBerdem den Einfluss von Angll, NA und NaCl auf den GSCa zu ermitteln, wurde anschlieBend eine
entsprechende Infusion Uber den vendsen Katheter appliziert (0,16 ml/kg/min). Nach einer
Infusionsdauer von 15 Minuten wurden abermals einstellungsgleiche Messungen durchgefiihrt.
Zusatzlich zu den funktionellen Messungen wurde ein Z-Stapel aufgenommen, welcher mindestens
20 Slices oberhalb der vermessenen Region beginnt und 20 Slices unterhalb dieser Region endet.

Diese dreidimensionale Aufnahme des Glomerulums diente in der spdteren Auswertung dazu einen
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geeigneten Bereich im Harnraum zu finden. Kapillaren, welche sich nahe Uber oder unter dem
vermessenen Harnraums befinden, beeinflussen dessen Fluoreszenzintensitat und kénnen in der

spateren Auswertung zu einem falschlich erhéhten GSCa flihren.

Abbildung 5: Intravitale Bestimmung des GSCa: A: Intravitale Aufnahme der Hintergrundintensitdt. B: Nach der
Applikation von Alexa 594-BSA wurden zundchst basale Aufnahmen angefertigt und auRerdem einstellungsgleiche
Aufnahmen nach der Infusion von Angll, NA oder NaCl gemacht C: Fir die anschieRende Auswertung wurden die
Aufnahmen mittels Range Indikator dargestellt (A=C; B=D). Die Roten Kreise zeigen das Areal, das fiir die Messung der
Hintergrundintensitat bestimmt wurde. D: Darstellung des Glomerulums mittels Range Indikator. Die mittlere Intensitat
von Alexa 594-BSA wurde sowohl im Harnraum als auch in den Kapillaren anhand mehrerer Messpunkte bestimmt

Fiir die Auswertung der Fluoreszenzintensitdt wurden die angefertigten Aufnahmen zunéachst
mittels Range Indikator dargestellt (Abbildung 5). Diese Darstellung erméglicht es auch bei einer
sehr geringen Farbstoffintensitdt im Harnraum den optimalen Messbereich zu finden. Zur
Auswertung wurden lediglich Glomerula verwendet, bei denen ein freier Harnraum zu erkennen

war und zusatzlich, in unmittelbarer Nahe oberhalb oder unterhalb nahe der Messregion, die
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Existenz von Kapillaren ausgeschlossen werden konnte. Zunachst wurde die Hintergrundintensitat
im jeweiligen Glomerulum der basalen Aufnahmen gemessen. Anschliefend wurde die
Fluoreszenzintensitat von Alexa 594-BSA basal und nach Infusion von Angll, NA oder NaCl
gemessen. Die Fluoreszenz der Kapillaren wurden in jeweils drei Messregionen bestimmt. Bei der
Auswahl der jeweiligen Region wurde darauf geachtet, eine moglichst gleichmaRig starke Farbung
Uber alle 6 Zeitpunkte zu erhalten. Durchstromende Erythrozyten kénnen das Albumin in den
Kapillaren verdrangen und somit die Intensitdat im Messbereich verringern. Zur Bestimmung der
Fluoreszenzintensitat im Harnraum wurden zwei Messregionen in einem geeigneten Bereich

positioniert.
Auf Grundlage der erhobenen Daten konnte der GSCa mit der nachfolgenden Formel berechnet

werden:

) Konzentration von Albumin im Harnraum — Hinter grundintensitat
GSC Albumin =

Konzentration von Albumin in den Kapillaren — Hintergrundintensitat

4.2.7.2  Glomerulérer Filtrationsrate des Einzelnephrons

Um die Filtrationsrate des Einzelnephrons (snGFR) mittels intravitaler Mikroskopie zu messen,
wurde der frei filtrierbare Farbstoff Lucifer Yellow, LY (5 mg/ml), verwendet. Zunachst wurde mit
Hilfe der HXP-Fluoreszenzlampe ein passendes Glomerulum mit gut sichtbarem proximalem
Tubulus gesucht und ein Line Scan mit dem 2-Photonen-Laser aufgenommen. Im Anschluss wurde

eine Messgerade senkrecht durch den Querschnitt des proximalen Tubulus gelegt (Abbildung 6).

Die Aufnahme erfolgte im bidirektionalen Scan, bei maximaler Scangeschwindigkeit und einer
reduzierten Pixelzahl (125 x 125), um schnelle An- und Abfluten des Farbstoffes mdglichst genau zu
visualisieren. Nach Beginn der Aufnahme wurde ein Farbstoff-Bolus mit 20 pl Volumen Uber den
venodsen Katheter appliziert. Eine einstellungsgleiche Aufnahme wurde mit einem weiteren Bolus
wiederholt. Sobald alle basalen Aufnahmen abgeschlossen waren, wurde eine Infusion mit Angll,
NA oder NaCl {ber einen weiteren ventsen Katheter appliziert. Nach einer Wartezeit von 15
Minuten wurde abermals die snGFR einstellungsgleich gemessen. Hierbei wurde besonders darauf

geachtet, die Messgerade wie zuvor bei den basalen Aufnahmen zu platzieren.
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Abbildung 6: Messung und Auswertung der snGFR: A: Im Line Scan Modus wurde eine Messgerade senkrecht zur
Flussrichtung durch den proximalen Tubulus gelegt. B: Im Messareal wurde die Applikation des Farbstoffbolus LY (ber
einen zeitlichen Verlauf dargestellt. Mit Hilfe von Mean Roi wurde die Intensitdt des applizierten Farbstoffbolus
gemessen. C: Die Intensitatsverlaufskurve zeigt das An- und Abfluten des applizierten Farbstoffes. In der abschlieRenden
Auswertung wurde eine Steigungsgerade durch den Abfall dieser Kurve gelegt. Die gemessene Steigung entspricht in
Abhdngigkeit vom Tubulusdurchmesser der snGFR.

Fiir die Auswertung der snGFR wurde zunachst das Areal um die Messgerade im zeitlichen Verlauf
dargestellt (Abbildung 6). Die Farbstoffintensitdt wurde anschlieRend mittels Mean Roi im
zeitlichen Verlauf bestimmt. Wie in Abbildung 6 dargestellt, ergab sich hierbei, durch das An- und
Abfluten des Farbstoffes, eine Intensitatsverlaufskurve. Eine Steigungsgerade wurde in den Abfall
dieser Kurve gelegt. Die so gemessene Steigung wurde in Abhangigkeit des Durchmessers des

jeweiligen proximalen Tubulus als MaR fiir die snGFR verwendet.
4.2.7.3 Glomeruldre kapillare Flussgeschwindigkeit

Um die kapillare Flussgeschwindigkeit zu messen, wurden zunéachst die Kapillaren mit Hilfe Alexa
594-BSA (1,3 ml/kg) dargestellt. Dieser Farbstoff ist an Albumin gebunden und farbt somit das
Plasma rot, wobei die Erythrozyten im Blut ungefarbt bleiben. Mit Hilfe der HXP-Fluoreszenzlampe
wurde zunéachst ein Glomerulum gesucht. Im Anschluss wurde eine moglichst gerade verlaufende
Kapillarschlinge mit dem 2-Photonen Laser gesucht und diese im Line Scan Modus aufgenommen.
Um die Flussgeschwindigkeit zu messen wurde eine Messgerade moglichst parallel zur
Flussrichtung in die Kapillare gelegt (Abbildung 7). AnschlieRend erfolgte fir jede ausgewdhlte
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Kapillare eine Zeitserie iber 0,36 Sekunden und mit 500 Bildern. Nach Abschluss der basalen
Aufnahmen wurde das Versuchstier mit Angll, NA oder NaCl infundiert. Die Aufnahmen wurden
nach einer Wartezeit von 15 Minuten einstellungsgleich wiederholt, um den Einfluss der jeweiligen

Infusion auf den kapillare Flussgeschwindigkeit zu ermitteln.

Abbildung 7: Bestimmung der kapillaren Flussgeschwindigkeit sowie des kapillaren Flusses: A: Eine Messgerade wurde
im Line Scan Modus parallel zur kapillaren Flussrichtung gelegt. Damit wurde der Fluss im ausgewdhlten Areal bestimmt.
B: Die Messung wurde im zeitlichen Verlauf dargestellt und die fir die Strecke bendtigte Zeit gemessen.

Bei der Auswertung der kapillaren Flussgeschwindigkeit wurde die im Messareal aufgenommene
Zeitserie — wie in Abbildung 7 gezeigt — dargestellt. Hierbei wurden die vorbeiflieRenden
Erythrozyten als dunkle Aussparungen dargestellt, wahrend das umgebende Plasma von Alexa 594-
BSA rot gefarbt war. Flr die Berechnung der kapillaren Flussgeschwindigkeit wurde sowohl die
Strecke als auch die dafiir bendétigte Zeit eines einzelnen Erythrozyten gemessen und mit folgender

Formel berechnet:

Strecke in ym

kapillare Fl hwindigkeit =
apillare Flussgeschwindigkei benbtigte Zeit inms

Zur Berechnung des kapillaren Flusses wurde diese Formel mit der Querschnittsflache der Kapillare

erweitert:

kapillare Fluss = Flussgeschwindigkeit *  r?
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4.2.7.4 Visualisierung der durch Angiotensin Il bedingten Bewegung der Kapillaren im

Glomerulum

Fir die Darstellung der Kapillaren wurde der Farbstoff Alexa 594-BSA verwendet. Zunachst wurde
ein Glomerulum mit der HXP-Fluoreszenzlampe identifiziert. Um eine Bewegung des
Kapillarknduels im Glomerulum darzustellen, wurde eine Zeitserie mit einer Scangeschwindigkeit
von 1,94 Sekunden Uber 3 bis 5 Minuten aufgenommen. Etwa eine Minute nach Beginn der
Aufnahme wurde Angll beziehungsweise NA {iber den vendsen Katheter als DTl appliziert (0,25

ml/kg).

Zur Ermittlung einer moglichen Bewegung der Kapillaren im Glomerulum wurde ein fester
Bezugspunkt auRerhalb des Glomerulums fiir die einzelnen Kapillarschlingen gewéhlt und diese
Strecke vermessen. Nach Applikation der jeweiligen DTl wurde die Entfernung der jeweiligen
Kapillarschlinge zu ihrem Bezugspunkt erneut vermessen. In der anschlieRenden Auswertung
wurde der Absolutwert der Differenz beider gemessenen Strecken gebildet und statistisch
ausgewertet. Aullerdem wurde die Querschnittsveranderung des gesamten Kapillarknduels

beziglich der jeweiligen DTI miteinander verglichen.

4.2.8 Vermessung des Umfangs der Kapillaren und der Gesamtflache im
Glomerulum

Um sowohl die Oberflache der Kapillaren als auch die gesamte Querschnittsflache der Kapillaren zu
ermitteln, wurden die fiir den GSCa angefertigten Aufnahmen verwendet. Hierbei wurde bei
insgesamt 31 Glomerula (MWF n=16; Anti-Thy1.1 n=15) zundchst der Gesamtumfang der Kapillaren
in einer zweidimensionalen Aufnahme vermessen (Abbildung 8). Dieser Gesamtumfang steht in
direktem Zusammenhang zur dreidimensionalen Oberflache des Kapillarknduels und wurde daher
in der spateren Auswertung als MaRstab fiir die Oberflaiche der Kapillaren im Glomerulum
verwendet. Die gesamte Querschnittsflache der Kapillaren entsprach der vom Kapillarknauel
eingenommenen Fliache. Die sich ergebenden Werte wurden abschlieRend wie in 4.6 beschrieben

statistisch ausgewertet.
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Abbildung 8: Vermessung der kapillaren Oberfliche sowie der gesamten Querschnittsfliche der Kapillaren im
Glomerulum: Der gemessene Umfang der Kapillaren ist in dieser Abbildung mit rot gekennzeichnet. Die gesamte
Querschnittsflache entspricht der von den Umrissen begrenzten Flache im Glomerulum. A: MWF Ratte B: Anti-Thyl.1
Ratte

4.3 Histologische Methoden

Um die Auswirkungen des Verlustes der Mesangialzellen auch histologisch zu untersuchen, wurden
die Nieren der Versuchstiere zundchst fixiert und anschlieBend gemafll unterschiedlichen
Protokollen eingebettet und gefarbt. Um die geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Histologie

auszuschliellen, wurden lediglich weibliche Ratten im Alter von 7-9 Wochen verwendet.

Um das Gewebe fiir histologische Methoden vorzubereiten, wurde es mit Hilfe von einer 3%igen
Paraformaldehydlésung (gel6st in PBS; pH 7,35) fixiert. Das Fixiermittel lasst das perfundierte

Gewebe ausharten und verhindert auRerdem autokatalytische Prozesse.

4.3.1 Retrograde arterielle Perfusions-Fixierung

Fur die retrograde Perfusion wurde das Versuchstier zundchst euthanasiert (Narcoren 400 mg/kg)
und anschlieBend in Rickenlage auf dem OP-Tisch fixiert. Nach der Er6ffnung des Abdomens
erfolgte die Praparation der Bauchaorta. Die Aorta abdominalis wurde (iber einen Schnitt eréffnet
und mittels einer Butterfly-Kanlile katheterisiert. Diese wurde mit einer Klemme fixiert. Um das
Ablaufen der Perfusionslosung aus dem Versuchstier zu gewahrleisten, wurde die Vena abdominalis
ebenfalls eroffnet. Die Perfusion erfolgte bei einem konstanten Druck von 70 mmHg. Zunéachst
wurde das Versuchstier mit heparinisierter NaCl-Losung (1 ml/g) perfundiert, um das Gewebe vor
der Fixierung von Blutbestandteilen zu reinigen. Im Anschluss erfolgte die Perfusion mit einer
3%igen Paraformaldehydlésung (1 ml/g). Die perfundierten Nieren wurden entnommen und ihre
Kapsel entfernt. AnschlieBend wurden die Nieren in ihrer Querachse halbiert und in eine Kassette

gegeben. Fiir die weitere Einbettung wurden sie in 70%igem Methanol bei 8 °C gelagert.
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4.3.2  Einbetten der Niere in Paraffin und Anfertigen von Paraffinschnitten
Die perfundierte Niere wurde liber eine aufsteigende Alkoholreihe sukzessive dehydriert und in

flissigem Paraffin (Schmelzpunkt: 56 °C) inkubiert.

Dauer Temperatur Losung

1 x 30 min RT 70%ig Methanol

2 x 30 min RT 80%ig Methanol

2 x 30 min RT 90%ig Methanol

2 x 30 min RT 100%ig Methanol

2 x 30 min RT 100%ig Isopropanol

1 x30 min 45 °C 100%ig Isopropanol
1x30 min 60 °C 1:1 Isopropanol/Paraffin
2x24h 60 °C Paraffin

Im Anschluss wurden die Nieren routinemaBig in paraffingefiillte (60 °C) Silikon-Kautschuk-
Einbettformen eingebettet. Sobald das Paraffin bei RT ausgehéartet war, konnten mit Hilfe eines
Rotationsmikrotoms 5 um dicke Schnitte erstellt und in einem 41 °C warmen Wasserbad auf
Objekttrager gezogen werden. Fir die Fixierung der Schnitte auf dem Objekttrager wurden diese

Uber Nacht bei RT getrocknet.

4.3.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Diese Farbung wurde verwendet, um die strukturellen Veranderungen nach Applikation des Anti-
Thy1.1 Antikorpers zu visualisieren. Vor der Farbung der Schnitte wurde das Paraffin mit Hilfe von
Xylol und einer daran anschlieBenden absteigenden Alkoholreihe entfernt und die Schnitte

rehydriert.

e 2 x10minin 100%igem Xylol

e 2 x5minin 100%igem Isopropanol
e 1x5minin96%igem Isopropanol
e 1x5minin80%igem Isopropanol
e 1x5minin70%igem Isopropanol

e 1x1 minin destilliertem Wasser

Im Anschluss wurden die Schnitte mit Himatoxylin-Eosin gefarbt. Dabei wurden die Zellkerne
zunachst fiir die Dauer von zwei Minuten mit Hamatoxylin gefarbt und die Schnitte anschlielend
mit einer 1:100 Mischung aus Salzsdure (25 %) und Isopropanol (70 %) differenziert. Um das

Zytoplasma zu farben, wurden die Schnitte flir die Dauer von 35 Sekunden in eine Eosin-Losung
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getaucht und anschlieBend mit destilliertem Wasser gesptlt. Mit Hilfe einer aufsteigenden

Alkoholreihe wurden die Schnitte fixiert.

e 1-2 x eintauchen in 70%igem Isopropanol
e 1-2 x eintauchen in 80%igem Isopropanol
e 1-2 x eintauchen in 96%igem Isopropanol
e 2 minin 100%igem Isopropanol

e 2 minin 100%igem Xylol

AbschlieBend wurden die Schnitte mit DPX-Medium eingebettet.

4.3.4 Immunfluoreszenzfarbung

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung kann die Verteilung der zu untersuchenden Proteine im
Gewebe sichtbar gemacht werden. Dabei nutzt man die Kombination zweier Antikorper. Der
primare Antikérper bindet spezifisch an das Epitop des zu untersuchenden Proteins. Ein
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelter sekundarer Antikorper bindet wiederum an den
Primarantikorper. Somit kann eine Farbung durch Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes sichtbar

gemacht werden.

Fir die Immunfluoreszenzfarbung wurde zunachst das Paraffin, wie in 4.3.3 beschrieben, durch eine
absteigende Alkoholreihe entfernt. Je nach Bindungseigenschaften der primaren und sekundaren

Antikorper wurde das folgende Protokoll fiir die Fluoreszenzfarbung angepasst.

e 40-mindtige Inkubation der Schnitte
o in TRIS/EDTA beziehungsweise Citrat-Puffer bei 95 °C
o oderin PBS bei RT
e 15 min bei 50 rpm in PBS L6sung waschen
e Schnitte mit Fettstift umranden
e 20 min blockieren mit einer der Blockierlosungen
o Horse-Serum: 1 % BSA + 10 % HS in PBS
o TritonX: 5% BSA +0,3 % TX in PBS
e Inkubation des Primarantikorpers Gber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer (Verdinnung
des Primarantikorpers in der jeweiligen Blockierlosung)
e Am folgenden Tag: 3 x 5 min mit PBS waschen
e Sekundarantikdrper mit der jeweiligen Blockierlésung verdiinnen 1:400
e Inkubation des Sekundarantikérpers 1,5 h bei RT (unter Lichtausschluss)
e 15 min bei 50 rpm in PBS waschen

e Einbetten der Schnitte in Dako Fluorescence Mounting Medium
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Protokollvarianten fir die jeweiligen Antikorper:

e Anti-Albumin: Inkubation mit PBS bei RT; Blockierl6sung Horse-Serum

e Anti-aSMA: Inkubation mit PBS bei RT; Blockierlésung TritonX

e Anti-Podocin: Inkubation mit PBS bei RT; Blockierldsung TritionX

e Anti-Synaptopodin: Inkubation mit TRIS/EDTA bei 95°C; Blockierlésung Horse-
Serum/TritonX

e Anti-Thy1.1: Inkubation mit PBS bei RT; Blockierlosung Horse-Serum/TritonX

4.3.5 Lichtmikroskopie

Fiir die Darstellung der Schnitte nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde das LSM 710 lediglich als
Durchlichtmikroskop verwendet. Hier ist — im Gegensatz zur konfokalen Mikroskopie — die richtige
Einstellung der Beleuchtung entscheidend, um ein scharfes Bild zu erzeugen. Dabei wird das

Mikroskop gekdohlert und somit ein scharfes, vollstandig ausgeleuchtetes Bild erzeugt.

4.3.6 Konfokale Mikroskopie

Bei der konfokalen Mikroskopie befindet sich eine Lochblende vor dem Detektor. Diese fihrt zu
einer Selektion des emittierten Lichts und damit zu einem hdéheren Kontrast und einer hoheren
Bildscharfe (Oheim et al. 2006). Die immunbhistologisch angefarbten Schnitte wurden mit einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop dargestellt. Flr die Anregung der Fluoreszenz wurde ein
Argonlaser mit mehreren Wellenldngen verwendet (458 nm, 488 nm, 514 nm). Mit Hilfe dieses
Lasers wurden die einzelnen Fluorophore zunachst auf einen héheren Energiezustand gebracht.
Unter Fluoreszenzabgabe fallen die zuvor angeregten Fluorophore wieder auf ihr urspriingliches
Energieniveau zuriick. Das dabei emittierte Licht wurde von internen Detektoren registriert und

konnte somit visualisiert werden.

4.3.7  Transmissionselektronenmikroskopie

In  den 1930er Jahren entwickelte der Physiker Ernst Ruska das erste
Transmissionselektronenmikroskop. Bei dieser Mikroskopie werden die Elektronen zundchst
beschleunigt und gebiindelt und durchstrahlen anschlieRen das zu untersuchende Objekt. Somit
kann eine direkte Abbildung des Objektes mit Hilfe von Elektronenstrahlen ermdéglicht werden (van
Gorkom et al. 2018). Fiir die vorliegenden Bilder wurde ein Transmissionselektronenmikroskop von

Zeiss 902 verwendet.
4.3.7.1 Einbettung und Vorbereitung der Proben

Bei der Transelektronenmikroskopischen Untersuchung wurden jeweils 3 weibliche Tiere mit genau

9 Wochen verwendet. Fir die Einbettung wurden die Nieren zundchst mit 3%iger
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Paraformaldehydlésung  perfusionsfixiert (siehe 4.3.1) und anschlieBend in 3%iger
Glutardialdehydlosung (geldst in 0,1 molarem Na-Cacodylatpuffer) fiir mindestens 24 h nachfixiert.

Die Osmierung der Proben fand mit 1%iger Osmiumsaure statt:

e 3 x20minin Na-Cacodylatpuffer waschen
e 1-2 hin 1%igem OsO4 gelbst in Na-Cacodylatpuffer inkubieren

e 3 x20 minin Na-Cacodylatpuffer waschen

Im Anschluss wurden die Proben mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe und Aceton entwassert

und in Epon inkubiert und eingebettet.

e 1x 15 min in 50%igem Ethanol

e 1x 15 minin 70%igem Ethanol

e 1x 15 min in 90%igem Ethanol

e 1x 15 min in 96%igem Ethanol

e 1x 20 min in 100%igem Ethanol

e 3 x15minin Aceton

e Uber Nacht in 1:1 Aceton/Epon inkubieren
e 3 hinEpon bei 37 °Cinkubieren

e Gewebe in Epon einbetten und fiir 24—48 h bei 60 °C ausharten lassen

Die ausgeharteten Blocke wurden anschlieBend am Ultramikrotom (UC6 Leica EM) geschnitten und
abschlieRend mit 1%igem Uranylacetat und Bleicitrat schnittkontrastiert. Fir die weitere Analyse

wurden von jeder der 6 Ratten je 3 Glomerula von einer verblindeten Person ausgewahilt.

4.3.7.2 Analyse der Veranderungen der Podozyten nach dem Verlust der

Mesangialzellen

Um die Auswirkungen der mesangialen Lyse auf die Podozyten zu untersuchen, wurden diese
eingehend vermessen (Abbildung 9). Hierbei wurden lediglich Bereiche ausgewertet, an welchen
die PodozytenfulRfortsatze senkrecht auf die Basalmembran treffen. Somit wurde die Auflageflache
der PodozytenfuRfortsatze auf die glomeruldre Basalmembran vermessen. Zusatzlich wurde die

Breite des Schlitzdiaphragmas sowie die Anzahl dieser Diaphragmen pro 1000 um ermittelt.
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500 nm

Abbildung 9: Vermessung der PodozytenfuBfortsdatze: Um den Einfluss des Verlustes der Mesangialzellen auf die
Podozyten zu ermitteln, wurde die Breite der Auflageflache der Podozyten (orange) sowie die Anzahl und Breite der
Schlitzdiaphragmen zwischen den PodozytenfulRfortsatzen (griin) pro 1000 um vermessen.

4.3.7.3 Vermessung der Breite der Fenestrae

Das fenestrierte Endothel bildet die erste Schicht der Blut-Harn-Schranke. Um zum einen den
Einfluss des Anti-Thy1.1. Antikorpers auf die Endothelzellen und deren Fenestrae und zum anderen
die Auswirkungen der mesangialen Lyse zu untersuchen, wurden sowohl die Breite als auch die
Anzahl der Fenestrae vermessen. Wie in Abbildung 10 gezeigt, wurden hierfiir die Messlinien

innerhalb der transzytoplasmatischen Aussparungen platziert.
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Abbildung 10: Vermessung der Breite der Fenestrae sowie der Basalmembran: Die Breite der endothelialen Poren wurde
bei MWF Ratten sowie bei mit Anti-Thy1.1 behandelten Tieren vermessen (griin), um eventuelle Einfliisse des Verlustes
der Mesangialzellen auf das fenestrierte Endothel zu untersuchen. Zusatzlich wurde die Breite der Basalmembran — hier
blau dargestellt — vermessen.

4.3.7.4 Dicke der glomeruldren Basalmembran

Um den Einfluss der mesangialen Lyse auf die glomerulare Basalmembran zu untersuchen wurde
diese an unterschiedlichen Stellen in ihrer Breite vermessen (Abbildung 10). Fiir die Messung
wurden lediglich Stellen ausgewahlt, an denen die PodozytenfuRfortsdtze senkrecht auf die
Basalmembran treffen. Eine tangential getroffene Basalmembran wurde somit von der Messung
ausgeschlossen (Osawa et al. 1966). In der anschlieRenden Auswertung wurde die Breite der
Basalmembran der unbehandelten MWF Ratten mit der Breite der Anti-Thy1.1 behandelten Ratten

verglichen, um den Einfluss der mesangialen Lyse auf die Basalmembran zu evaluieren.

4.4 Quantifizierung der Albuminausscheidung im Urin
Um den Einfluss des Anti-Thy1.1 Antikdrpers sowie den Einfluss von Angll, NA und NaCl auf die

Ausscheidung von Albumin im Endharn zu untersuchen, wurde der Albumingehalt quantifiziert.

4.4.1 Uringewinnung

Der basal gewonnene Urin wurde von der Ratte spontan abgegeben. Als ndchstes wurde entweder
der Antikorper Uber die Schwanzvene appliziert, oder im Falle eines unbehandelten Tieres, das Tier
auf die intravitale Mikroskopie vorbereitet. Wenn eine Anti-Thy1.1 Injektion stattfand, wurde das
Tier fir 24 Stunden in den Kafig zurlickgesetzt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde erneut spontaner
Urin gesammelt. Zusatzlich wurde nach der Infusion von Angll, NA oder NaCl der Urin (ber

Blasenpunktion gewonnen.
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4.4.2 Messung der Osmolaritat
Um ausreichende Probenmenge fiir weitere Untersuchungen zu behalten, wurde der Urin zunachst
im Verhaltnis 1:10 mit Millipore verdlnnt. AnschlieBend wurde die Osmolaritat Gber die

Gefrierpunkterniedrigung mittels Osmometer bestimmt.

4.4.3  Proteinanalyse mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelekrophorese ist besser unter ihrer englischen
Kurzform SDS-PAGE bekannt. Hierbei werden unterschiedliche Proteine im elektrischen Feld in

Abhdngigkeit ihrer Masse aufgetrennt.

Zunachst wurden die Urinproben mit einer 0,9%igen NaCl-Lésung im Verhaltnis 1:7,5 verdiinnt. Da
die Anti-Thy1.1 behandelten Ratten eine starke Albuminurie aufwiesen, mussten diese Proben bis
zu 120-fach verdinnt werden, um in einem quantifizierbaren Bereich zu liegen. Im Anschluss wurde
das anionische Tensid Natriumdodecylsulfat zugegeben. Dieses lagert sich an die Proteine und
verleiht ihnen eine negative Ladung, die proportional zur jeweiligen molekularen Masse ist.
Zusatzlich fihrt das Reduktionsmittel Dithioerythritol zu einer vollstidndigen Denaturierung der
Proteine und damit zu einer Linearisierung der zuvor gefalteten Proteine. Um die Proben zu
beschweren, wurde auRerdem Gycerol hinzugefiigt. Zur Auftrennung wurden die Proben sowie ein
Standard von Proteinen bekannter GréBe und bekannter Konzentration auf ein 10%iges
Polyacrylamidgel geladen und fiir eine Stunde eine elektrische Spannung von 100 V angelegt. Diese
Spannung fiihrt zur Migration der negativ geladenen Proteine in Richtung der Anode. Kleine
Proteine wandern dabei am schnellsten durch das Gel, wohingegen sich die groRReren Proteine nur
sehr langsam fortbewegen. Nach Ende der elektrophoretischen Auftrennung wurden die
Proteinbanden mit dem Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau angefarbt. Fir die Auswertung wurde
die Molekiilmasse der Proteine aus dem Probenmaterial mit Hilfe des Standards ermittelt. Albumin
besitzt eine bekannte Masse von 68,7 kDa (Pereira B. et al. 2017). Anhand zusatzlicher
Standardkurven unterschiedlicher Konzentrationen konnte die jeweilige Alouminmenge schlielRlich

quantifiziert werden.

4.4.4  Albumin-ELISA

Die Quantifizierung der Albuminausscheidung erfolgte mit Hilfe eines Antigen-ELISA. Hierfir wurde
zunéchst eine Standardreihe (8 Verdunnungen von 0 ng/ml—400 ng/ml) vorbereitet und die Proben
mit der Verdlinnungslésung verdiinnt (1:2000 — 1:200000). AnschlieBend wurden Duplikate von je
100 pl der verdiinnten Probe sowie 100 pl der Standardreihe auf eine mit dem priméaren Antikdrper

beschichtete Platte gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurde der Uberschiissige
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Antikorper durch Waschen von der Platte entfernt und ein zweiter primarer Antikorper flr weitere
30 Minuten hinzugegeben. Auch dieser wurde anschlieBend mittels Waschpuffer ausgewaschen.
Um das Ergebnis dieses Sandwich-ELISA sichtbar zu machen wurde ein sekundarer Antikdrper
hinzugegeben, welcher an den zweiten primaren Antikorper bindet und eine enzymatische
Farbreaktion verursacht. Diese Reaktion wurde nach einer 10-miniitigen Inkubation mit einer
weiteren Losung gestoppt. Die Intensitdt der daraus resultierenden Farbung konnte anschlielend
mittels Plate-Reader detektiert werden. Die aus der Standardreihe entstehende Kalibrierungskurve
ermoglichte es, diese Farbreaktion zu quantifizieren. Um die Ergebnisse auRerdem vergleichbar zu

machen, wurden die ermittelten Daten abschlieend auf die Osmolaritat des Urins bezogen.

4.5 Serumgewinnung

Um den Einfluss des Anti-Thy1.1 Antikorpers auf die Zusammensetzung des Serums zu untersuchen,
wurde bei insgesamt 15 Ratten final Blut entnommen. Dies erfolgte iber die Punktion des rechten
Ventrikels mit Hilfe einer Kaniile. Das gewonnene Blut wurde bis zur Gerinnung fiir etwa 30 Minuten
ruhig gelagert. AnschlieRend wurde die Probe abzentrifugiert (3500 rpm; 10 min) und das im
Uberstand verbleibende Serum in ein sauberes Vial iiberfiihrt. Die Serumproben wurden fiir die

Analyse in ein externes Labor eingeschickt (IDEXX).

4.6 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde Graph Pad Prim 5 verwendet. Hierbei wurde fir den
Vergleich mehrerer, unabhangiger Ergebnisse der ANOVA-Test mit post-hoc-Korrektur nach
Bonferroni angewendet. Zur Ermittlung von Unterschieden zwischen lediglich zwei Gruppen, wurde
je nach Versuchsaufbau der gepaarte beziehungsweise der ungepaarte T-Test verwendet. In den
Abbildungen ist die Irrtumswahrscheinlichkeit der Ergebnisse mit Sternen dargestellt. Ergebnisse
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von weniger als 0,05 wurden als signifikant eingestuft und
mit einem Stern gekennzeichnet. Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als

0,01 wurden mit zwei Sternen und von weniger als 0,001 mit insgesamt drei Sternen dargestellt.

Von einer Verblindung wurde bei den intravitalen Aufnahmen abgesehen, da sich die behandelten
Ratten durch das Aufweiten ihrer Kapillarschlingen augenscheinlich von den Kontrolltieren

unterscheiden.
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5 Ergebnisse

5.1 Funktionelle Untersuchungen zum Einfluss von Mesangialzellen auf die
glomeruldre Himodynamik

Ziel dieser Studie war es mit Hilfe der intravitalen Multiphotonenmikroskopie den Einfluss der
Mesangialzellen in Abhangigkeit von Angll im Glomerulum zu untersuchen. Hierflir wurde das Anti-
Thyl.1 Antikérpermodell gewahlt und die Auswirkungen der mesangialen Lyse auf die funktionellen
Parameter gemessen. Um die spezifische Wirkung von Angll (0,08 mg/kg/min) an den
Mesangialzellen von den blutdruckbedingten Effekten im Glomerulum zu unterscheiden, wurden
aulerdem Versuche mit dem Vasokonstriktor NA (0,16 mg/kg/min) durchgefiihrt. Dieses fiihrte zu
einer dquivalenten Erhohung des Blutdrucks, ohne jedoch einen direkten Einfluss auf die
Mesangialzellen zu haben. Zusatzlich wurden Versuche mit einer NaCl-Infusion durchgefiihrt, um
den Einfluss einer Volumensubstitution von 0,16 ml/kg zu Uberprifen. Die Ergebnisse der

Volumensubstitution wurden graphisch jedoch nicht dargestellt.

Im Folgenden werden die unbehandelten Ratten auch als ,MWF Ratten” bezeichnet, wahrend die
mit dem Anti-Thyl.1 Antikorper behandelten Versuchstiere mit ,Anti-Thyl.1 Ratten” abgekirzt
werden. Zur besseren Orientierung werden die Ergebnisse der Anti-Thy1.1 Ratten in den Grafiken
orange koloriert. Unter dem Begriff ,basal” werden die Messdaten vor der Applikation von Angll,
NA oder NaCl zusammengefasst. Die jeweiligen Blutdruckangaben beziehen sich auf den mittleren

direkt gemessenen Blutdruck (4.2.4).

5.1.1 Der Einfluss der Mesangialzellen auf den Siebkoeffizient von Albumin

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Angll bedingte Erhéhung des
Blutdrucks (basal: 98,8 + 1,6 mmHg; n=20; post Angll: 127,5 + 3,5 mmHg; n=8) bei MWF Ratten zu
einer Erhéhung des GSCa fuihrte (Abbildung 11). Der basale GSCa lag bei einem Wert von 0,00061 +
0,00004 (n=76 Glomerula von 20 Ratten) und stieg nach einer 20-minitigen Angll-Infusion auf einen
Wert von 0,00121 + 0,00015 (n=29 Glomerula von 8 Ratten) signifikant an (p<0,001). Eine Infusion
mit NA fiihrte zu einem vergleichbaren Anstieg des Blutdrucks auf 130,0 + 4,2 mmHg (n=10) und
ebenfalls zu einer signifikanten (p<0,0005) Erhéhung des GSCa (0,00129 + 0,0002; n=41 Glomeruli
von 10 Ratten). Eine alleinige Volumensubstitution fiihrte zwar zu keiner Anderung des Blutdrucks
(95,1 + 3,4 mmHg; n=2), jedoch zu einer Erniedrigung des GSCa auf 0,00035 + 0,00006 (n=6

Glomeruli von 2 Ratten; p<0,05).

Bei den Anti-Thyl.1 behandelten Ratten war der basal in Narkose gemessene Blutdruck mit einem
Mittelwert von 101,5 £ 1,9 mmHg aquivalent zum basalen Blutdruck der unbehandelten Ratten

(n=14). Eine Angll- oder NA-Infusion flhrte auch bei den Anti-Thy1.1 Tieren zu einer addquaten und
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vergleichbaren Erhéhung des Blutdrucks (Angll: 128,4 + 2,1 mmHg; n=8; NA: 133,1 + 6,4 mmHg;
n=4), wahrend eine alleinige Substitution von NaCl auch hier keinen signifikanten Einfluss auf den
Blutdruck hatte (104,0 + 5 mmHg; n=2). Trotz der dquivalenten Reaktion des Blutdrucks hatte eine
Infusion von Angll, NA oder NaCl bei den Anti-Thy1.1 Ratten keinen signifikanten Einfluss auf den
GSCa (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Auswirkungen einer Angll- beziehungsweise NA-Infusion sowie der mesangialen Lyse auf den GSCa:
A: Bei den unbehandelten MWF Ratten flihrte eine Infusion mit Angll oder NA zu einer Erhohung des GSCa. B: Diese
Reaktion blieb bei den Anti-Thyl.1 behandelten Ratten aus. C: Allerdings fiihrte die Anti-Thyl.1 bedingte Lyse der
Mesangialzellen zu einer 5,2-fachen Erhdhung des GSCa.

Generell fihrte die Lyse der Mesangialzellen zu einer signifikanten Erhéhung des GSCa (p<0,001).
Der basale GSCx der behandelten Ratten war (0,00320 + 0,00059; n=30 Glomerula von 14 Ratten)
um das 5,2-fache hoher als der basale GSCx der MWF Ratten (0,00061 + 0,00004; n=76 Glomerula
von 20 Ratten). Eine Infusion mit Angll, NA oder NaCl fiihrte jedoch zu keiner weiteren Erhohung

des GSCa (Angll: 0,00423 + 0,00096; n=20 Glomerula von 8 Ratten; NA: 0,00504 + 0,00135; n=10
Glomerula von 4 Ratten; NaCl: 0,00221 + 0,00071; n=8 Glomerula von 2 Ratten).

Die Ursache der Anti-Thyl.1 bedingten Erhéhung des GSCa sowie deren Auswirkungen auf die

Albuminausscheidung im Urin wurden in den Kapiteln 5.2.3, 5.2.3.5 und 5.3.2 weiter untersucht.
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5.1.2  Der Einfluss der Mesangialzellen auf die glomerulare Filtrationsrate des
Einzelnephrons

Um den Einfluss der Mesangialzellen auf die snGFR zu untersuchen, wurde zunachst die basale
Filtration der behandelten beziehungsweise der unbehandelten Tiere gemessen. AnschlieRend
wurde diese Messung einstellungsgleich mit Angll, NA oder NaCl wiederholt. Die Auswertung in
Abbildung 12 zeigt die gemessene Steigung der abflutenden Farbintensitatskurve in Abhangigkeit

vom jeweiligen Tubulusdurchmesser. Dies ist in Kapitel 4.2.7.2 naher erlautert.

Der Blutdruck der unbehandelten Ratten lag basal bei 100,1 + 1,7 mmHg (n=15) und war damit mit
dem basalen Blutdruck der Anti-Thyl.1 Ratten vergleichbar (101,1 + 2,7 mmHg; n=13). Die
gemessene snGFR lag bei den unbehandelten Ratten bei 395,6 + 38,6 (n=53 Glomerula von 15
Ratten) und fiel nach einer Angll vermittelten Blutdruckerhéhung (Angll: 128,8 £ 5,0 mmHg; n=8)
auf einen Wert von 152,4 + 19,4 ab (n=19 Glomerula von 8 Ratten; p<0,001). Eine dquivalente
Erhéhung des Blutdrucks durch NA (NA 131,8 + 4,6 mmHg;, n=7) beziehungsweise eine
Volumensubstitution in Form von NaCl (93,6 + 0,6 mmHg; n=2) fihrte jedoch zu keiner signifikanten
Anderung der snGFR (NA: n=12 Glomerula von 7 Ratten; p=n.s. NaCl: n=7 Glomerula von 2 Ratten;

p=n.s.).
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Abbildung 12: Einfluss der Mesangialzellen auf die snGFR: Bei den unbehandelten MWF Ratten kam es unter Angll
Einfluss zu einer signifikanten Reduktion der snGFR. Die mit Anti-Thy1.1 behandelten Tiere hatten bereits eine geringere
basale snGFR, die sich unter Angll-Infusion nicht signifikant veranderte.

Bei den mit Anti-Thyl.1 behandelten Ratten wurde ein basaler Filtrationswert von 146,7 + 14,1
(n=33 Glomerula von 13 Ratten) gemessen. Die basale snGFR war somit signifikant geringer
(p<0,001) als bei den MWF Ratten. Eine entsprechende Angll-Infusion flhrte bei diesen Tieren zwar
zu einem vergleichbaren Anstieg des Blutdrucks (125,5 + 6,3 mmHg; n=7), jedoch nicht zu einer
signifikanten Veranderung der snGFR (n=15 Glomerula von 7 Ratten; p=n.s.). Eine Infusion mit NA
fihrte zwar ebenfalls zu einer Erhéhung des Blutdrucks auf 129,8 + 7,6 mmHg (n=4) jedoch
veranderte sich die snGFR nicht (n=12 Glomerula von 4 Ratten; p=n.s.). Eine Volumensubstitution
hatte weder einen Einfluss auf den Blutdruck (93,3 + 4,7 mmHg; n=2) noch auf die auf die snGFR

(n=6 Glomerula von 2 Ratten; p=n.s.).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass Mesangialzellen malRgeblich an der Regulation der snGFR durch

Angll beteiligt sind.

5.1.3  Der Einfluss der Mesangialzellen auf die kapillare Flussgeschwindigkeit
und den kapillaren Fluss im Glomerulum

Wahrend die kapillare Flussgeschwindigkeit lediglich von der fiir eine Strecke bendétigten Zeit

abhangt, ist der kapillare Fluss (= Stromstarke) auRerdem vom Durchmesser des jeweiligen GefaRes
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abhéngig. Die gemessene basale Flussgeschwindigkeit der MWF Ratten lag mit 1,45 + 0,08 um/ms
(n=80 Kapillaren von 13 Ratten) signifikant (p<0,001) lGber der basalen Geschwindigkeit der Anti-
Thy1.1 Ratten (0,71 + 0,03 um/ms; n=78 Kapillaren von 15 Ratten) (Abbildung 13). Der kapillare
Fluss blieb jedoch von der Lyse der Mesangialzellen unbeeinflusst (p=n.s.). Bei den MWF Ratten lag
dieser basal bei 5,86 * 0,38 nl/min (n=80 Kapillaren von 13 Ratten). Die langsamere
Flussgeschwindigkeit der behandelten Ratten wurde durch die Anti-Thyl.1 bedingte Erweiterung
der Kapillaren relativiert. Somit nahm der kapillare Fluss auch nach Lyse der Mesangialzellen nicht
signifikant ab (5,11 £ 0,34 nl/min; n=78 Kapillaren von 15 Ratten). Auf den Einfluss des Antikorpers

beziiglich der Breite der glomeruldren Kapillaren wurde in 5.2.2 ndher eingegangen.

Bei den unbehandelten MWF Ratten fiihrte eine konstante Infusion von Angll auch bei der Messung
der snGFR zu einer Erhohung des Blutdrucks (basal: 97,7 + 1,9 mmHg; n=13; Angll: 122,3 +
3,AmmHg; n=6) und aulerdem zu einer signifikanten Reduktion der kapillaren
Flussgeschwindigkeit von 1,45 + 0,08 pm/ms (n=80 Kapillaren von 13 Ratten) auf 0,71 + 0,07 pl/ms
(p<0,001; n=27 Kapillaren von 6 Ratten) und des kapillaren Flusses von 5,86 + 0,38 nl/min (n=80
Kapillaren von 13 Ratten) auf 2,69 + 0,23 nl/min (p>0,001; n=27 Kapillaren von 6 Ratten). Bei einer
entsprechenden Blutdrucksteigerung durch eine Infusion mit NA (123,0 + 2,6 mmHg; n=5) konnte
weder eine Anderung des kapillaren Flusses (p=n.s.; n=28 Kapillaren von 5 Ratten) noch der
Flussgeschwindigkeit (p=n.s.; n=28 Kapillaren von 5 Ratten) nachgewiesen werden. Ebenso kam es
bei der Infusion von physiologischer Kochsalzlésung weder zu einer Erhéhung des Blutdrucks (98,5
+ 1,5 mmHg; n=2) noch zu einer Anderung des kapillaren Flusses (p=n.s.; n=14 Kapillaren von 2

Ratten) oder der Flussgeschwindigkeit (p=n.s.; n=14 Kapillaren von 2 Ratten).
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Abbildung 13: Einfluss der Mesangialzellen auf die glomerulire Durchblutung: A: Zeigt die kapillare
Flussgeschwindigkeit. Eine Angll-Infusion flhrte bei den MWF Ratten zu einer signifikanten Abnahme der
Flussgeschwindigkeit, wahrend diese Reaktion nach der Lyse der Mesangialzellen ausblieb. Generell fiihrte jedoch die
Lyse der Mesangialzellen zu einer deutlichen Reduktion der Flussgeschwindigkeit. B: Bei den unbehandelten MWF Ratten
flihrte eine Angll-Infusion zu einer Reduktion des kapillaren Flusses. Diese Reduktion blieb bei den Anti-Thyl.1
behandelten Tiere aus. Allerdings wiesen unbehandelte und behandelte Ratten keine signifikanten Unterschiede des
kapillaren Flusses auf.

Bei den mit Anti-Thy1.1 behandelten Ratten fiihrte eine Angll-Infusion zwar zu einer Erh6hung des
Blutdrucks von 100,5 + 1,7 mmHg (n=15) auf 122,5 + 5,3 mmHg (n=8), jedoch zu keiner signifikanten
Anderung des kapillaren Flusses (p=n.s.; n=21 Kapillaren von 8 Ratten) oder der kapillaren
Flussgeschwindigkeit (p=n.s.; n=21 Kapillaren von 8 Ratten). Ebenso ergab sich nach NA-Infusion
zwar eine Blutdruckerhéhung auf 131,1 + 4,7 mmHg (n=5), jedoch kein signifikanter Unterschied
des kapillaren Flusses (p=n.s.; n=29 Kapillaren von 5 Ratten) oder der kapillaren Geschwindigkeit
(p=n.s.; n=29 Kapillaren von 5 Ratten). Eine Infusion mit NaCl hatte weder Einfluss auf den Blutdruck
(102,5 + 4,6 mmHg; n=2), noch fiihrte sie zu Anderungen des kapillaren Flusses (p=n.s.; n=6
Kapillaren von 2 Ratten) oder der kapillaren Flussgeschwindigkeit (p=n.s.; n=6 Kapillaren von 2

Ratten).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Mesangialzellen einen wesentlichen Einfluss auf den kapillaren Fluss
und die kapillare Flussgeschwindigkeit im Glomerulum besitzen. So fiihren ihre kontraktilen
Eigenschaften und ihre Rezeptoren fir Angll zu einer durch Angll bedingten Reduktion des
kapillaren Flusses und der kapillaren Flussgeschwindigkeit. Folglich bleibt der kapillare Fluss sowie
die kapillare Flussgeschwindigkeit nach der Anti-Thyl.1 bedingten Lyse der Mesangialzellen

unbeeinflusst von Angll.

52



Ergebnisse

5.1.4  Einfluss der Mesangialzellen auf die Oberflache der Kapillaren sowie auf
die Gesamtflache der Kapillaren

Wie bereits in Kapitel 4.2.8 erortert, wurde der Umfang der Kapillaren als Malstab fiir deren
Oberflache verwendet. Der gemessene kapillare Umfang lag bei den unbehandelten Ratten bei
1949 + 92,3 um pro Glomerulum (n=16), wahrend bei den behandelten Tieren lediglich ein Umfang
von 1482 + 84,3 um (n=15) gemessen wurde. Die Lyse der Mesangialzellen fiihrte also zu einem
signifikant geringeren Gesamtumfang (p=0,0008) und folglich einer geringeren Oberflache des

Kapillarknauels (Abbildung 14).

Im Gegensatz dazu war die vom Kapillarknduel eingenommene Gesamtflache bei den Anti-Thy1.1
Ratten signifikant groRer als bei den unbehandelten Tieren (p=0,0018). Hier lag die
durchschnittliche Gesamtoberfliche der behandelten Tiere bei 10270 + 595,1 um? (n=15) wahrend
sie bei den unbehandelten Ratten bei lediglich 7811 + 409,8 um? (n=16) lag (Abbildung 14).

Die Ergebnisse aus den Kapiteln 5.2.1, 5.2.2 und 5.1.4 zeigen, dass sich durch die Lyse der
Mesangialzellen die gesamte Struktur des Glomerulums verandert. Durch ihren Verlust kommt es
zum Konfluieren der Kapillaren und damit zu einer Verminderung der Oberflache des jeweiligen
Kapillarknduels. Zugleich erhoht sich jedoch durch den Ballooning-Effekt die vom Kapillarknduel

eingenommene Gesamtflache im Bowman-Raum.
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Abbildung 14: Einfluss der Mesangialzellen auf den Umfang sowie die Gesamtflidche der Kapillaren: A: Der gemessene
Umfang der Kapillaren verringerte sich nach der Lyse der Mesangialzellen signifikant. Dies ldsst ein Konfluieren der
Kapillaren nach dem Verlust der Mesangialzellen vermuten B: Die von den Kapillaren eingenommene Gesamtflache im
Bowman-Raum nahm nach Lyse der Mesangialzellen signifikant zu.

5.1.5 Angiotensin Il bedingte Bewegung der glomerularen Kapillaren
Eine Infusion mit Angll fiihrte bei den unbehandelten Ratten zu einer augenscheinlich rotierenden

Bewegung des Kapillarknduels im Glomerulum. In Abbildung 15 sind einzelne Aufnahmen der Angll
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bedingten, glomeruldaren Bewegung dargestellt. Diese sichtbare rotierende Bewegung blieb nach
einer Infusion mit NA aus. In der anschlieBenden Auswertung wurde die Bewegung des
Kapillarknduels anhand aduBerer, tubuldrer Fixpunkte vermessen. Dabei ergaben sich bei allen
Tieren minimale Bewegungen, die jedoch in der intravitalen Mikroskopie den atembedingten
Eigenbewegungen der Ratte geschuldet sind. Wahrend der gemessene Absolutwert der Angll
bedingten Bewegung bei 3,07 + 0,41 um (n=14 Glomerula von 7 Ratten) lag, war dieser wahrend

einer Infusion mit NA signifikant geringer (0,68 + 0,10 um; p<0,001; n=16 Glomerula von 7 Ratten).

Hinsichtlich der Effekte auf den Blutdruck ergaben sich jedoch keine Unterschiede zwischen Angl|
und NA. Bei den unbehandelten MWF Ratten lag der mittlere Blutdruck bei 87,7 + 2,3 mmHg (n=14)
und stieg nach einer Angll-Infusion auf 126,2 + 5,8 mmHg an (n=7). Eine Infusion mit NA hatte einen
vergleichbaren Effekt auf den Blutdruck (135,7 £ 5,6 mmHg; n=7). Auch die Behandlung mittels Anti-
Thy1.1 Antikorper hatte keinen Einfluss auf den Blutdruck (basal: 96,5 + 4,3 mmHg; n=6) und eine
Infusion mit Angll beziehungsweise NA flihrte zu einem vergleichbaren Anstieg des Blutdrucks

(Angll: 139,8 + 5,1 mmHg; n=4; NA: 143,5 + 1,9 mmHg; n=4).

Bei den Anti-Thyl.1 behandelten Tieren war nach Angll-Infusion kaum eine Bewegung des
Kapillarknduels zu sehen. Die hierbei gemessene Bewegung war mit 0,89 + 0,15 um signifikant
geringer als die Angll bedingte Bewegung der unbehandelten Ratten (p<0,001; n=10 Glomerula von
6 Ratten). Eine Infusion mit NA fiihrte auch bei den behandelten Tieren zu keiner signifikanten

Bewegung des Glomerulums (0,48 £ 0,16 um; n=4 Glomerula von 4 Ratten).
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Abbildung 15: Angll bedingte Bewegung des Glomerulums im Bowman-Raum: A: Zeigt ein basales Glomerulum einer
unbehandelten MWF Ratte vor der Infusion. B: Zeigt eine Bewegung des Kapillarknduels im Glomerulum (Pfeil). Die
zusatzlich abgebildeten Zellkerne im Tubulussystem zeigen dabei eine konstante Bildebene. Lediglich das Kapillarkn&ul
im Glomerulum scheint zu rotieren. C: Nach Beenden der Angll-Infusion kehrt das Kapillarknduel in seinen
Ausgangszustand zurlick. D: Zeigt die Absolutwerte der Bewegung der einzelnen Kapillarschlingen, vermessen zu ihrem
jeweiligen Bezugspunkt. Eine Infusion von Angll fiihrte bei den unbehandelten Ratten zu einer Bewegung der
Kapillarschlingen. Diese Bewegung reduzierte sich nach der Lyse der Mesangialzellen signifikant.

Um zusatzlich eine kontrahierende beziehungsweise relaxierende Bewegung des gesamten
Kapillarknduels zu tGberprifen, wurde dessen Querschnittsverdnderung vermessen. Dabei konnte
jedoch kein Hinweis auf eine entsprechende Kontraktion gefunden werden. Die mittlere
Querschnittsanderung der unbehandelten MWF Ratten unterschied sich nach Angll nicht signifikant
(p=n.s.) von der mittleren Querschnittsinderung der Vergleichsgruppen (Mittlere
Querschnittsveranderung: MWF: Angll: -0,78 um NA: 0,40 um; Anti-Thy1.1: Angll: 1,12 um NA: 0,35
pum). Durch das Auf- oder Abtauchen des Kapillarknduels wahrend der Angll bedingten rotierenden
Bewegung veranderte sich zwar der jeweilige Querschnitt (Min: -9,44 um; Max: 5,12 um; n=10),
jedoch konnte weder eine Kontraktion noch eine Relaxation der Kapillaren nachgewiesen werden.

Die dabei gemessene Querschnittsverdnderung kam groBteils durch die Bewegung des
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Kapillarknduels zu Stande. Das Kapillarknauel der Anti-Thyl.1 behandelten Tiere wies bei einer
Angll-Infusion kaum eine Bewegung auf und die gemessenen Querschnittsveranderung waren
relativ gering (Min: -1,05 um; Max: 2,46 um; n=6). Ebenso kam es auch nach eine Infusion mit NA
bei behandelten sowie unbehandelten Ratten kaum zu einer Querschnittsanderung (MWF: NA:

Min: -1,41 um; Max: 3,15 um; n=10; Anti-Thy1.1: NA: Min: 0,0 um Max: 0,7 um; n=4).

Mit Hilfe dieser intravitalen Aufnahmen konnte erstmals eine Angll bedingte Bewegung des
Glomerulums visualisiert werden. Das Ausbleiben dieser Bewegung nach Anti-Thy1.1 Applikation
legt nahe, dass die Mesangialzellen durch ihre kontraktilen Eigenschaften verantwortlich fir die

rotierende Bewegung sind.

5.2 Histologische Untersuchungen der strukturellen Veranderung nach Anti-
Thyl.1 bedingter Lyse der Mesangialzellen

Abgesehen von den funktionellen Verdnderungen, verursacht die Lyse der Mesangialzellen auch
strukturelle Veranderungen im Glomerulum. Diese Verdnderungen wurden mittels intravitaler
Mikroskopie aber auch lichtmikroskopisch, immunhistologisch sowie elektronenmikroskopisch

untersucht.

5.2.1  Struktureller Vergleich mittels Himatoxylin-Eosin-Farbung

Um den Einfluss des applizierten Anti-Thyl.1 Antikorpers auf die Mesangialzellen und die
glomeruldre Struktur zu untersuchen, wurden zunachst HE-gefarbte Schnittpraparate
lichtmikroskopisch untersucht (Abbildung 16). Wahrend die Glomerula der unbehandelten MWF
Ratten homogen und gleichmaRig strukturiert waren, wiesen die Glomerula der Anti-Thyl.1
behandelten Ratten ein weniger dichtes Erscheinungsbild auf. Durch die Antikdrper bedingte Lyse
der Mesangialzellen waren die Glomerula der Anti-Thyl.1 behandelten Tiere zelldrmer und die

erweiterten glomeruldren Kapillaren zeigten bereits einen beginnenden Ballooning-Effekt.
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Abbildung 16: Einfluss des Anti-Thy1.1 Antik6rpers auf die Struktur im Glomerulum: Hamatoxylin-Eosin-Farbung der
Schnitte: A: Die Glomerula der unbehandelten MWF Ratten wiesen eine dichte Struktur der Kapillarschlingen auf. B: In
den Glomerula der Anti-Thyl.1 behandelten Ratten war bereits ein beginnender Ballooning-Effekt der Kapillaren nach
dem Verlust der Mesangialzellen zu erkennen.

5.2.2  Verbreiterung der glomeruldren Kapillaren nach Lyse der Mesangialzellen

Nicht nur anhand der histologischen Schnitte, sondern auch bei den intravitalen Aufnahmen konnte
eine Verbreiterung der Kapillaren nachgewiesen werden (Abbildung 17). Wahrend die MWF Ratten
eine durchschnittliche Kapillarbreite von 9,4 + 0,2 um besaRen (n=52), konnte bei den Anti-Thy1.1
behandelten Ratten ein signifikant (p<0,0001) groRerer Kapillardurchmesser von 12,4 + 0,3 um
(n=71) nachgewiesen werden. Diese Verbreiterung der Kapillaren wird auch als Ballooning-Effekt
bezeichnet und ist charakteristisch fir die Anti-Thyl.1 bedingte Verdanderung im Glomerulum

(Kurihara und Sakai 2017).
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Abbildung 17: Auswirkungen der Anti-Thyl.1 bedingten mesangialen Lyse auf den Kapillardurchmesser: A: Eine Lyse
der Mesangialzellen fihrt zu einer signifikanten Verbreiterung der Kapillaren im Glomerulum. B: Zeigt eine intravitale
Aufnahme bei einer unbehandelten Ratte. Die Kapillarbreite wurde an unterschiedlichen Stellen im Glomerulum
ausgemessen. C: Die intravitale Aufnahme nach der Lyse der Mesangialzellen zeigt eine deutliche Verbreiterung der
einzelnen Kapillarschlingen.

5.2.3 Immunhistologischer Vergleich

Um die Anti-Thyl.1 bedingten Verdanderungen im Glomerulum zu evaluieren, wurden auRerdem
Paraffinschnitte von unbehandelten und behandelten Ratten immunhistologisch verglichen. Durch
die funktionellen Messungen konnte nach der Lyse der Mesangialzellen eine Erhéhung des GSCa
nachgewiesen werden. In der folgenden immunhistologischen Farbung sollte daher zunachst die
filtrierte Albuminmenge nachgewiesen werden. AnschlieBend wurden unterschiedliche
Bestandteile der Filtrationsbarriere immunologisch angefarbt, um fragliche Defekte der
Filtrationsbarriere zu ermitteln. Zusatzlich wurde die Spezifitdt des Anti-Thyl.1 Antikdrpers in der
Niere Gberprift und moégliche Nebenwirkungen auf die glatten Muskelzellen der efferenten und

afferenten Arteriole Gberprift.

5.2.3.1 Nachweis der Erhéhung der Albuminausscheidung nach Lyse der
Mesangialzellen
Bei der intravitalen Ermittlung des Siebkoeffizienten fir Aloumin wurde ein signifikant erhdhter

GSCa bei den behandelten Ratten gemessen. Diese erhdhte Filtration und die genaue Verteilung

von Albumin sollte mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbung sichtbar gemacht werden. Hierfir
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wurde zunachst das an den primaren Antikorper gebundene Albumin mit einem sekundaren, an
Indodicarbocyanin (Cy5: Absorption: 650 nm; Emission: 670 nm; Farbe: rot) gekoppelten Antikorper
sichtbar gemacht. Dabei zeigt sich eine deutlich starkere Albuminkonzentration bei den Anti-Thy1.1

behandelten Ratten im Vergleich zu den unbehandelten Ratten (Abbildung 18, Abbildung 19).

Die Abbildung 18 zeigt die generalisierte Verteilung von Albumin insbesondere im Bereich des
proximalen Tubulus aber auch im distalen Tubulus sowie im Nierenmark. Dabei wird deutlich, dass
die mit Anti-Thyl.1 behandelten Ratten eine hohere Filtration von Albumin aufweisen. Das
vermehrte Auftreten von Albumin in den spateren Kompartimenten des Tubulussystems ldsst
vermuten, dass die Resorptionskapazitat des proximalen Tubulus bei den Anti-Thy1.1 behandelten

Ratten erschopft ist und es somit zu einer verstarken Albuminausscheidung kommt.

Abbildung 18: Immunhistologischer Vergleich der Albuminausscheidung im Uberblick: Albumin wurde mittels Cy5 rot
gefarbt. Die endotheliale Glykokalyx erscheint durch WGA-Fluoreszin griin. Ebenso ist die Autofluoreszenz des
Tubulussystems griin dargestellt. A: Zeigt eine unbehandelte Ratte. Aloumin ist hier nur sehr schwach im Tubulussystem
zu finden. B: Bei der Anti-Thy1.1 behandelten Ratte ist Aloumin nicht nur im proximalen Tubulus stark gefarbt, sondern
auch in weiter distal gelegenen Kompartimenten des Tubulussystems.

Eine Ablagerung von Albumin im Bowman-Raum sowie im proximalen Tubulus ldsst sich in
Abbildung 19 im Detail erkennen. Wahrend bei den unbehandelten Ratten lediglich vereinzelt
Albumin nachgewiesen werden kann, besitzen die Anti-Thyl.1 behandelten Ratten eine deutlich
hohere Albuminausscheidung. Im proximalen Tubulus wird das filtrierte Albumin von Tubuluszellen

resorbiert und mit Hilfe ihrer intrazelluldren Lysosomen abgebaut. Dort wird die hohe
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Albuminkonzentration der Anti-Thy1.1 behandelten Ratten durch die intrazelluldre Anreicherung

sowie die Verklebung des Biirstensaums deutlich.

Ve

Y

Abbildung 19: Immunbhistologischer Vergleich der Albuminausscheidung: Albumin wurde mit Hilfe von Cy5 rot
dargestellt, wahrend die Glykokalyx mit WGA-Fluoreszin griin gefarbt wurde. Das Tubulussystem besitzt eine griin
leuchtende Autofluoreszenz. A: Bei der unbehandelten MWF Ratte ist Aloumin nur vereinzelt im Glomerulum und im
proximalen Tubulus zu finden. WGA-Fluoreszin farbt die Glykokalyx im Glomerulum an. B: Die mit Anti-Thy1.1 behandelte
Ratte weist eine deutlich starkere Farbung von Albumin im Bowman-Raum des Glomerulums sowie im proximalen
Tubulus auf. Die mit WGA-Fluoreszin angefarbte endotheliale Glykokalyx scheint jedoch unverdandert vom Antikorper zu
sein.

5.2.3.2  Einfluss der mesangialen Lyse auf die endotheliale Glykokalyx

Die endotheliale Glykokalyx besitzt einen malgeblichen Einfluss auf die glomeruladre
Filtrationsbarriere. Um den Einfluss der Lyse der Mesangialzellen auf die Glykokalyx zu untersuchen
wurden die Schnitte mit Wheat germ agglutinin fluorescein (WGA-Fluoreszin: Absorption: 497 nm
Emission: 520 nm; Farbe: griin) angefarbt. Dabei bestanden — wie in Abbildung 19 und Abbildung
20 zu sehen — hinsichtlich der Ausbildung der Glykokalyx keine relevanten Unterschiede zwischen
den behandelten und den unbehandelten Ratten. Der mit WGA-Fluoreszin angefarbte Teil der
Glykokalyx scheint den immunhistologischen Farbungen zufolge unbeeinflusst von der mesangialen

Lyse zu sein.
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Abbildung 20: Immunhistologische Darstellung der endothelialen Glykokalyx: Die Glykokalyx wurde mit WGA-Fluoreszin
grin gefarbt. AuBerdem ist die Autofluoreszenz im Tubulussystem ebenfalls griin dargestellt. A: Unbehandelte Ratte
B: Anti-Thy1.1 behandelte Ratte. Im direkten Vergleich ergaben sich nach Lyse der Mesangialzellen keine Unterschiede
in der Auspragung oder Dicke der mit WGA-Fluoreszin gefarbten endothelialen Glykokalyx.

5.2.3.3 Immunbhistologischer Nachweis der Spezifitat des Anti-Thy1.1 Antikorpers

Um die Spezifitdit des Antikorpers zu (berprifen, wurde auf Paraffinschnitte von Anti-Thyl.1
behandelten Ratten lediglich ein sekundarer, an Cy5 gekoppelter Antikérper aufgetragen. In
Abbildung 21 ist die Verteilung des Anti-Thyl.1 Antikérpers anhand der roten Farbung des
sekundaren Antikérpers zu sehen. Im Glomerulum konnte eine spezifische Farbung nachwiesen
werden, welche der Verteilung der Mesangialzellen im Glomerulum entspricht, wohingegen weder
im Tubulussystem noch im Endothel der Anti-Thy1.1 Antikérper nachgewiesen werden konnte. Dies
zeigt, dass der Antikorper spezifisch an Mesangialzellen bindet, wahrend benachbarte Zellen

unbeeinflusst bleiben.
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Abbildung 21: Immunhistologischer Nachweis der Spezifitit des Anti-Thyl.1 Antikorpers: Der sekundire, an Cy5
gekoppelte Antikorper farbt den intravital applizierten Antikorper Anti-Thy1.1 rot an. Dabei entspricht die Verteilung des
Antikorpers im Glomerulum der Position der Mesangialzellen. Das Tubulussystem sowie das GefaBsystem bleiben frei von
dem Anti-Thy1.1 Antikorper.

5.2.3.4  Verteilung des Anti-Thy1.1 Antikorpers im Glomerulum und dessen Einfluss auf

Endothelzellen

Nach der Applikation des Anti-Thy1.1. Antikérpers blieb die Angll bedingte rotierende Bewegung
des Glomerulums aus (5.1.4). Um eine Nebenwirkung des Anti-Thyl.1 Antikérpers auf die
GefalBmuskulatur der afferenten beziehungsweise der efferenten Arteriole zu tiberprifen wurden
diese mit Hilfe von alpha smooth muscle actin (aSMA) immunhistologisch angefarbt. Der
verwendete sekundare Antikérper war abermals mit dem roten Farbstoff Cy5 gekoppelt. Zusatzlich
wurden die Mesangialzellen sowohl bei den unbehandelten als auch bei den behandelten Ratten
mit einem primdren Anti-Thyl.1 Antikdrper sowie einem sekundaren, an Carbocyanin (Cy2:

Absorption: 490 nm; Emission: 508 nm) gekoppelten Antikorper griin angefarbt.

Die Abbildung 22 zeigt das Resultat beider Farbungen. Die glomeruldren Arteriolen der
unbehandelten sowie der behandelten Ratten wiesen eine vergleichbare Farbung auf. Das belegt,
dass der applizierte Anti-Thyl.1 Antikérper keine Auswirkungen auf benachbarte Endothelzellen
hat. Die Angll bedingte Rotation des Glomerulums ist folglich ausschlieBlich den Mesangialzellen

zuzuschreiben und blieb nach deren Lyse aus.
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Das Verteilungsmuster der Mesangialzellen veranderte sich jedoch bei den behandelten Ratten
deutlich (Abbildung 22, Abbildung 23). Wahrend das mesangiale Thyl.1 Antigen bei den
unbehandelten Ratten diffus und netzartig verteilt im Glomerulum vorzufinden war, konnte es bei

den Anti-Thy1.1 behandelten Ratten lediglich in kondensierter Form nachgewiesen werden.

Abbildung 22: Immunbhistologische Darstellung der glatten GefiRmuskulatur in afferenter/efferenter Arteriole: Als
Marker fir die glatte Muskulatur der Arteriolen wurde ein Anti-aSMA Antikérper und ein sekundarer an Cy5 gekoppelter
Antikorper verwendet (rot). Die Mesangialzellen wurden mit einem primédren Anti-Thyl.1 Antikérper und einem
sekundaren Cy2 gekoppelten Antikorper griin gefarbt. Die Zellen des Tubulus weist durch ihre Eigenfluoreszenz ebenfalls
eine leicht griine Farbung auf. A: Bei der unbehandelte MWF Ratte wurde die glomerulare Arteriole rot gefarbt. Die
Verteilung der Mesangialzellen ist diffus und netzartig im Glomerulum zu finden. B: Bei der behandelten Ratte wurde die
glomeruldre Arteriole ebenfalls rot gefarbt. Dabei ergab sich kein Unterschied zu den unbehandelten Ratten. Allerdings
verdanderte sich die Verteilung es Oberflachenantigens der Mesangialzellen nach deren Lyse. Die zuvor netzartige
Verteilung erscheint nach der Anti-Thy1.1-Applikation vermehrt kondensiert.

5.2.3.5 Einfluss der Anti-Thy1.1 bedingten Lyse von Mesangialzellen auf die Podozyten

Die Podozyten sind ein Teil der glomerularen Filtrationsbarriere und somit flir deren Integritat und
Funktionalitat verantwortlich. Im Folgenden sollte der Einfluss des Anti-Thy1.1 Antikérpers auf die
Podozyten immunhistologisch untersucht werden. Hierfir wurden Antikérper gegen Podocin
beziehungsweise Synaptopodin verwendet. Beide sind spezifische Marker fiir Podozyten (Hong et

al. 2016).

Abbildung 23 zeigt die immunhistologische Farbung der Podozyten mit einem primaren Antikorper
gegen Podocin und einem sekundaren, Cy5 gekoppelten Antikorper (rot). Dariliber hinaus wurden
die Mesangialzellen mit einem primaren Antikorper gegen Thyl.1 und einem sekundaren, Cy2
gekoppelten Antikorper griin angefarbt. Die Mesangialzellen bilden bei den unbehandelten Tieren
ein netzartiges Grundgeriist, das von den Podozyten gleichmaRig umgeben wird. Im Gegensatz dazu

erschien das mesangiale Gerust bei den Anti-Thyl.1 behandelten Ratten kondensiert und teilweise
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lysiert zu sein. Die Dicke der Anti-Podocin gefarbten Schicht veranderte sich jedoch nach Lyse der

Mesangialzellen nicht, lediglich dessen zuvor gleichmaRige Verteilung im Glomerulum.

Abbildung 23: Immunbhistologische Darstellung der Podozyten mit Hilfe eines Anti-Podocin Antik6rpers: Die Podozyten
wurden mit einem primaren Anti-Podocin Antikorper sowie einem sekundaren, Cy5 gekoppelten Antikorper rot gefarbt.
Die Mesangialzellen wurden mit einem primaren Anti-Thyl.1 Antikérper und einem sekundaren, Cy2 gekoppelten
Antikorper leuchtend griin gefarbt. Die Autofluoreszenz der Tubuluszellen ist ebenfalls griin dargestellt. A: Bei der
unbehandelten MWF Ratte ist das Thy1.1 Antigen netzartig im Glomerulum als Innengerist zu den Podozyten lokalisiert.
B: Die Anti-Thy1.1 behandelte Ratte besitzt ein verdndertes und kondensiertes mesangiales Geriist. Die Intensitat und
Dicke der Podocin gefarbten Schicht veranderte sich jedoch nicht. Allerdings erscheint die Verteilung des Anti-Podocin
Antikorpers nach der Lyse der Mesangialzellen weniger homogen.

Ein dhnliches Bild ergab auch die immunhistologische Farbung mit einem primaren Anti-
Synaptopodin und einem sekundaren, Cy5 gekoppelten Antikérper (Abbildung 24). Die mit Anti-
Synaptopodin angefarbte Schicht andert sich auch nach Anti-Thy1.1 Gabe nichtin ihrer Auspragung.

Allerdings sind die Glomerula nach der Lyse der Mesangialzellen lockerer strukturiert.
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Abbildung 24: Immunhistologische Darstellung der Podozyten mit Hilfe eines Anti-Synaptopodin Antikorpers: Die
Podozyten wurden mit dem primaren Antikorper gegen Synaptopodin und einem sekundidren Cy5 gekoppelten
Antikorper rot gefarbt wahrend die Mesangialzellen abermals mittels primarem Anti-Thyl.1 Antikdrpers und einem
sekunddren Cy2 gekoppelten Antikorper griin dargestellt wurden. Die Tubuluszellen besitzen eine griin dargestellte
Autofluoreszenz. Die Farbung von Synaptopodin bei der unbehandelten MWF Ratte (A) weist keine Unterschiede zur Anti-
Thyl.1 behandelten Ratte (B) auf. Lediglich die Gesamtstruktur des Glomerulums erscheint nach der Lyse der
Mesangialzellen lockerer.

Der Verlust des mesangialen Grundgeriistes konnte also indirekte Auswirkungen auf die
Konformation der Podozyten zu haben. Eine solche Anderung kdnnte zu einem Integrititsverlust
der glomerularen Filtrationsbarriere fihren und damit zur Ursache fiir eine Proteinurie werden. Um
den ultrastrukturellen Einfluss der mesangialen Lyse auf die Podozyten und deren Auslaufer zu
untersuchen, wurden daher zusatzlich elektronenmikroskopische Bilder der Anti-Thyl.1

behandelten Ratten angefertigt.

5.2.4  Untersuchung der Anti-Thy1l.1 bedingten Lyse der Mesangialzellen mittels
Transmissionselektronenmikroskop

Mit Hilfe des Elektronenmikroskops konnten die ultrastrukturellen Verdnderungen, die sich durch
die Anti-Thy1.1 bedinge Lyse der Mesangialzellen ergaben, dargestellte werden. Abbildung 25 zeigt
die elektronenmikroskopische Aufnahme eines Teils des Glomerulums bei einer unbehandelten
MWEF Ratte. Hierbei wurde sichtbar, dass die Mesangialzellen die Kapillarschlingen stabilisieren und
die Anordnung der zelluldaren Bestandteile im Glomerulum strukturieren. Die Podozyten lagen mit
ihren FuRfortsatzen auf der vom Kapillarinneren abgewandten Seite der glomerularen
Basalmembran. Wahrend bei den unbehandelten Ratten die PodozytenfuRfortsdtze regelmaRig
und gleichmaRig angeordnet sowie ineinander verzahnt waren, hatten die PodozytenfuRRfortsatze
bei den Anti-Thy1.1 behandelten Ratten (Abbildung 26) eine scheinbar verbreiterte Auflageflache

sowie dinne spinnenbeinartige Fortsitze, welche einen Hinweis auf deren verminderte
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Funktionalitat gaben. Die Ergebnisse der mesangialen Lyse auf die Podozyten wurde in 5.2.4.2

dargestellt.

Abbildung 25: Transmissionslektronenmikroskopische Aufnahme des Glomerulums bei einer unbehandelten MWF
Ratte: Die Mesangialzellen (M) sind in dieser Aufnahme intakt und verankern die Kapillarschlingen im Glomerulum. An
der duBeren Seite der Kapillarschlingen befinden sich die Podozyten (P). Diese sind mit ihren FuRfortsitzen (F)
mitverantwortlich fir die Intaktheit der glomeruldren Filtrationsbarriere. Vereinzelt sind proteingefillte vesikuldre
Strukturen (V) im Bowman-Raum zu finden.

Die Abbildung 26 stellt das Glomerulum nach der Anti-Thyl.1 bedingten Lyse der Mesangialzellen
dar. Dabei wird deutlich, dass die Gesamtstruktur im Glomerulum durch den Verlust der
Mesangialzellen stark verandert wurde. An Stelle der Mesangialzellen waren lediglich einzelne
Zellfragmente beziehungsweise vereinzelt mesangiale Matrix zu sehen. Diese boten den
Kapillarschlingen mangelnden Halt und fiihrten folglich zu deren Verbreiterung. Die grofe Menge

an umhilltem Protein, welche sich im Bowman-Raum befanden, lasst einen Defekt der
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Filtrationsbarriere vermuten. Mit Hilfe der immunhistologischen Farbung konnte gezeigt werden,
dass es sich hierbei vor allem um Albumin handelte (Abbildung 19, Abbildung 18). Um den Einfluss
der vermehrten glomeruldren Albuminausscheidung auf das Tubulussystem zu untersuchen,
wurden aullerdem elektronenmikroskopische Aufnahmen des proximalen und distalen Tubulus

gemacht (5.2.4.4).

2500 nm

Opelewlllmsga] Date |Time| | HV [Energy
em, 13.11.2019{14: “l |3000 80kV| OeV |ZEISSEM902] 2600 nm

Abbildung 26: Transmissionslektronenmikroskopische Aufnahme eines Glomerulums nach der Lyse der
Mesangialzellen: Anstelle von Mesangialzellen (M) sind lediglich verbleibende Bestandteile der mesangialen Matrix zu
sehen. Das gesamte Glomerulum wirkt weniger kompakt und nach dem Verlust der Mesangialzellen liickenhaft. Die
Zellkorper der Podozyten (P) bleiben auch nach der Lyse der Mesangialzellen intakt. Jedoch liegen diese oftmals ohne
oder mit stark verbreiterten FuRfortsdtzen groRflachig auf der Basalmembran auf. Zusatzlich besitzen sie spinnenférmige
diinne FuRfortsdtze (F), die einen Defekt der Podozyten signalisieren. Im Bowman-Raum ist eine groRe Menge an
vesikuldren Strukturen (V) zu sehen. Diese zeigen den Verlust der Integritat der Filtrationsbarriere.
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5.2.4.1 Auswirkung der mesangialen Lyse auf die Basalmembran

Die Basalmembran bildet den Mittelteil der glomerularen Filtrationsbarriere. Defekte dieser Schicht
flihren unmittelbar zu einer Proteinurie. Durch eine Vermessung der Schichtdicke sollte der Einfluss

der Anti-Thy1.1 bedingten Lyse auf die Basalmembran untersucht werden.

Dabei lag die Dicke der Basalmembran bei den unbehandelten Tieren bei (130,8 + 3,1 nm; n=96),
wdahrend sie bei den behandelten Ratten signifikant (p<0,0001) zunahm (170,6 + 5,7 nm; n=54).
Zusatzlich kam es nach der Lyse der Mesangialzellen regelmaRig zur Aufspaltung der

Basalmembran.
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Abbildung 27: Veranderung der Basalmembran nach Verlust der Mesangialzellen: A: Wihrend die unbehandelten
Ratten eine Basalmembran mit einer durchschnittlichen Breite von 130 nm aufwiesen, kam es nach der Anti-Thyl.1
bedingten Lyse der Mesangialzellen zu einer signifikanten Verbreiterung. B: Zusatzlich kam es nach der Applikation des
Anti-Thy1.1 Antikorpers regelmaRig zu einer Aufspaltung der Basalmembran.

5.2.4.2  Auswirkungen der mesangialen Lyse auf die Konformation der Podozyten

Die Abbildung 28 zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen einer unbehandelten und einer
behandelten Ratte bei 20000-facher VergréBerung. Wahrend die Fortsatze der Podozyten bei den
unbehandelten Tieren regelmaRig und gleichmaRig auf der Basalmembran lagen, waren die
Fortsatze nach der Lyse der Mesangialzellen verbreitert und lagen zum Teil grofRflachig auf der
Basalmembran auf. Die Schlitzmembran, welche in den sogenannten Filtrationsschlitzen zwischen
den einzelnen PodozytenfulRfortsatzen liegt, konnte unabhéngig von der Lyse der Mesangialzellen

nachgewiesen werden.
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Abbildung 28: Auswirkungen der mesangialen Lyse auf die Konformation der Podozyten: A: Bei der unbehandelten
Ratte war eine regelmaRige und gleichmaRige Verteilung der PodozytenfulRfortsatze sichtbar. Dartber hinaus konnte die
Schlitzmembran zwischen den PodozytenfulRfortsatzen dargestellt werden (Pfeil). B: Die Anti-Thy1.1 behandelten Ratten
wiesen hingegen eine verbreiterte Auflageflichen der PodozytenfuRfortsatze auf. Eine Schlitzmembran war aber auch
bei diesen regelmaRig zu erkennen (Pfeil).

Anhand der elektronenmikroskopischen Bilder wurden die PodozytenfuRfortsatze, sowie die das
dazwischen liegende Schlitzdiaphragma vermessen und ausgewertet (Abbildung 29). Dabei wurde
zunachst die Breite der PodozytenfulRfortsdtze vermessen. Diese lag bei den unbehandelten Tieren
bei 411,4 + 14,6 nm (n=392) und nahm nach der Lyse der Mesangialzellen mit 562,7 + 28,2 nm
(n=329) signifikant zu (p<0,0001).

Als Schlitzdiaphragma wird der Spalt zwischen zwei PodozytenfuRfortsdtzen bezeichnet. Seine
Breite ist unabhangig von der Lyse der Mesangialzellen. Bei den unbehandelten MWF Ratten liegt
dieser Spalt bei 65,0 + 1,9 nm (n=679). Auch nach Anti-Thy1.1 Applikation bleibt diese Breite mit
59,4 + 2,5 nm (n=482) annahernd unverandert (p=0,07; n.s.).

Zuletzt wurde die Anzahl der PodozytenfuRfortsitze pro um vermessen. Dabei ergab sich eine
signifikante (p<0,0001) Verminderung der FulRfortsatze. Wahrend bei den unbehandelten Ratten
durchschnittlich 2,05 + 0,08 FuRRfortsatze pro um vorkamen (n=25), hatten die behandelten Tiere
lediglich 1,50 + 0,07 (n=24) FulRfortsatze pro um.

Generell werden die Podozyten durch die Anti-Thy1.1 bedingte Lyse der Mesangialzellen sekundar
geschadigt. Dies lasst sich mikroskopisch anhand fehlender Verzahnung der Fullfortsdtze sowie
diinner spinnenbeinartiger Ausldaufer erkennen. Die einzelnen FuRfortsdtze verbreitern sich zur
Basalmembran, wodurch die Gesamtzahl der Fortsdtze abnimmt. Diese Veranderungen bedingen
eine Schadigung der glomerularen Filtrationsbarriere und filhren somit unter anderem zu einer

Proteinurie der Anti-Thy1.1 Ratten.
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Abbildung 29: Auswertung der durch mesangiale Lyse bedingten Veranderung der PodozytenfuBfortsiatze: A: Die
PodozytenfulRfortsatze verbreitern sich nach der Lyse der Mesangialzellen signifikant. B: Das Schlitzdiaphragma bleibt von
den Auswirkungen des Anti-Thyl.1 Antikorpers unbeeinflusst. C: Insgesamt nimmt jedoch die Anzahl der
PodozytenfuRfortsatze pro um nach Lyse der Mesangialzellen signifikant ab.

5.2.4.3  Auswirkungen der Anti-Thyl.1 bedingten Lyse der Mesangialzellen auf das

fenestrierte Endothel

Um den Einfluss der mesangialen Lyse auf die transzytoplasmatischen Aussparungen der
Endothelzellen zu beurteilen, wurden diese anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen
vermessen. Dabei ergab sich in der Breite der Fenestrae kein signifikanter Unterschied (p=0,1428)
zwischen den unbehandelten (118,4 + 2,663 nm; n=309) und den behandelten Ratten (112,8 *
2,716 nm; n=314). Die Lyse der Mesangialzellen scheint demnach keinen Einfluss auf die Ausbildung

der Fenestrae im Endothel zu haben.
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Abbildung 30: Auswirkung der mesangialen Lyse auf die transzytoplasmatischen Aussparungen der Endothelzellen im
Glomerulum: Die Breite der Fenestrae bleibt vom Anti-Thy1.1 Antikorper unbeeinflusst. Auch nach der Applikation des
Antikorpers verandert sie sich nicht signifikant.

5.2.4.4  Elektronenmikroskopische Untersuchung des proximalen und distalen Tubulus

Insbesondere nach der Lyse der Mesangialzellen konnte mit Hilfe immunhistologischer Farbung
eine deutliche Anreicherung von Albumin im Tubulussystem nachgewiesen werden (Abbildung 18).
Um die strukturellen Effekte der Albuminausscheidung sowie die Endozytose im proximalen
Tubulus zu untersuchen, wurden zusatzlich elektronenmikroskopische Aufnahmen des

Tubulussystems angefertigt.

In Abbildung 31 sind der proximale sowie der distale Tubulus einer unbehandelten, 7 Wochen alten
und weiblichen MWF Ratte dargestellt. Im Inneren des Tubulussystems waren vereinzelte
vesikulare Strukturen zu finden. Der Bilrstensaum des proximalen Tubulus sowie dessen zelluldre
Bestandteile schienen morphologisch intakt zu sein. Der distale Tubulus ist durch einen
abgeflachten Birstensaum gekennzeichnet. Hier waren die Hauptzellen sowie die teilweise ins
Lumen des Tubulus hineinragenden Schaltzellen zu erkennen. Alle Tubuluszellen wiesen eine groRRe
Menge an Mitochondrien auf, welche einen Hinweis auf die hohe Resorptions- und

Sekretionsaktivitat geben.
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Abbildung 31: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Tubulussystems einer unbehandelten Ratte: A: Im proximalen
Tubulus sind vereinzelt vesikuldre Strukturen zu sehen. Das Lumen wird von einem regelmaRigen Blirstensaum umgeben.
B: Der distale Tubulus ist anhand seines abgeflachten Biirstensaums zu erkennen und besteht aus Haupt- und Schaltzellen.

Im Gegensatz dazu zeigt Abbildung 32 den proximalen und distalen Tubulus einer ebenfalls 7
Wochen alten, weiblichen Ratte nach Lyse der Mesangialzellen. Das Lumen des proximalen Tubulus
ist mit einer Vielzahl an umhiilltem und freiem Protein gefiillt. Der Blirstensaum erscheint durch
die hohe Menge an tubuldren Proteinen verklebt. In den Zellen des proximalen Tubulus ist eine
Vakuolisierung und eine vermehrte Ausbildung von Lysosomen erkennbar, welche durch die
vermehrte Albuminfiltration und der daraus resultierenden massiven Endozytose verursacht
wurde. Da die Kapazitat des proximalen Tubulus fiir die Riickresorption der Proteine nicht ausreicht,
gelangen diese bis in das Lumen des distalen Tubulus. Auch im distalen Kompartiment stellt sich

eine veranderte Struktur der Tubuluszellen dar.
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Abbildung 32: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Tubulussystems einer Anti-Thy1.1. behandelten Ratte: A: Der
proximale Tubulus ist hochgradig mit Protein gefiillt. Das Innere der Tubuluszellen weist eine vermehrte Ausbildung von
Lysosomen auf. B: Im Lumen des distalen Tubulus befindet sich ebenfalls ein erhéhter Anteil freier Proteine. Die Zellen
des distalen Tubulus zeigen auBerdem eine verdnderte blasige erscheinende Struktur.

5.3 Auswirkung der mesangialen Lyse auf die Zusammensetzung des Urins

Bei der Ermittlung des funktionellen Einflusses der Mesangialzellen konnte mit Hilfe der intravitalen
Mikroskopie gezeigt werden, dass die Mesangialzellen mitverantwortlich fir die Intaktheit der
glomeruldaren  Filtrationsbarriere  sind.  Ebenso  konnte  immunhistologisch  sowie
elektronenmikroskopisch bei den Anti-Thyl.1 behandelten Ratten eine starke Anreicherung von
Albumin im Tubulussystem nachgewiesen werden. Im Folgenden sollte untersucht werden,
inwiefern die Lyse der Mesangialzellen einen Einfluss auf die Osmolaritdt des Urins und seine
Zusammensetzung hat. Weiter sollte die Albuminausscheidung mit einem Albumin-ELISA sowie

einer SDS-Page quantifiziert werden.

5.3.1  Osmolaritat

Zunachst wurde die Osmolaritat des gesammelten Urins bestimmt und die Ergebnisse in Abbildung
33 dargestellt. Der Urin der MWF Ratten hatte basal eine Osmolaritat von 1,78 + 0,06 osmol/|
(n=59). Nach der Applikation des Anti-Thy1.1 Antikorpers lag die Osmolaritat bei 1,61 + 0,09 osmol/I
(n=30). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Lyse der Mesangialzellen keinen Einfluss auf die Osmolaritat

des Urins hat (p=n.s.)

Im Gegensatz dazu flihrte die Applikation der jeweiligen 20-minttigen Dauertropfinfusion zu einer
signifikanten (p<0,001) Reduktion der Osmolaritit (Angll: 0,64 + 0,04 osmol/l, n=36; NA: 0,58 + 0,05
osmol/l, n=14; NaCl: 0,91 * 0,16 osmol/l, n=5). Um die mittels Albumin-ELISA beziehungsweise

73



Ergebnisse

mittels SDS-Page gemessene Albuminausscheidung exakt zu quantifizieren, wurde die Osmolaritat

jeder einzelnen Probe bestimmt.
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Abbildung 33: Auswirkung der Anti-Thyl.1 bedingten Lyse auf die Osmolaritat des Urins: Die Osmolaritat des
Spontanurins der unbehandelten MWF Ratten wurde mit dem Urin der behandelten Tiere 24 Stunden nach Applikation
des Anti-Thy1.1 Antikorpers verglichen. Die Lyse der Mesangialzellen besall dabei keinen signifikanten Einfluss auf die
Osmolaritadt des Urins.

5.3.2 Quantifizierung der Albuminausscheidung mit Hilfe einer SDS-PAGE

Insgesamt verursachte die Anti-Thyl.1 bedingte Lyse der Mesangialzellen eine signifikant hohere
Albuminausscheidung welche mittels SDS-PAGE gemessen und quantifiziert werden konnte
(p<0,001). Die Abbildung 34 zeigt beispielhaft eine SDS-PAGE, auf der die Urinproben der Angll
behandelten Ratten aufgetragen wurden. Die Proben der Anti-Thy1l.1 behandelten Ratten wurden
in diesem Blot 16-fach starker verdiinnt als die Proben der unbehandelten Ratten. Mit Hilfe der zur
Quantifizierung aufgetragenen Standards konnte im Anschluss die jeweilige ausgeschiedene

Albuminmenge bestimmt werden.
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Abbildung 34: Proteindifferenzierung sowie Quantifizierung von Albumin anhand eines Coomassie-Blau gefarbten SDS-
PAGE Gels: Die Albuminbande liegt bei etwa 72 kDA 1: MWF Ratte basal, 2: MWF Ratte nach Angll zeigt eine etwas
starkere Farbung der Albuminbande 3: MWF Ratte basal, 4: MWF Ratte nach Angll, 5: unbehandelte Ratte basal, 6: nach
Anti-Thy1.1 Behandlung ist die Albuminbande trotz 16-fach starkerer Verdiinnung deutlich zu sehen, 7: Anti-Thy1.1 Ratte
nach Angll-Infusion 16-fach starker verdiinnt 8: unbehandelte Ratte basal, 9; nach Anti-Thyl.1 Behandlung 16-fach
starker verdlinnt, 10: Anti-Thy1.1 Ratte nach Angll-Infusion 16-fach starker verdinnt. 11-15 Standardreihe: (11: 2 pg; 12:
1,5 ug; 13: 1,0 pg; 14: 0,5 ug; 15: 0,25 ug)

Wie in Abbildung 35 dargestellt, ergab die Auswertung eine 21-fache Erhohung der
Albuminkonzentration nach Lyse der Mesangialzellen (MWF: 0,61 + 0,03 mg/ml; n=30; Anti-Thy1.1:

12,9 + 0,55 mg/ml; n=14; p>0,001).

Vergleicht man lediglich die unbehandelten MWF Ratten untereinander, so fiihrt auch eine Infusion
mit NA zu einem signifikanten Anstieg der Albuminausscheidung von basal 0,61 + 0,03 mg/ml (n=30)
auf einen Wert von 3,95 * 0,40 mg/ml (n=5; p<0,001). Eine Infusion mit Angll sowie Substitution
von Volumen in Form einer NaCl-Infusion haben jedoch keinen Einfluss auf die

Albuminkonzentration (1,7 £ 0,16 mg/ml; n=6; p=n.s.).

Die Anti-Thyl.1 behandelten Ratten hatten zwar eine deutlich héhere Albuminausscheidung,
jedoch verursachten weder eine Infusion mit NA noch mit Angll eine signifikante Verdanderung der

Albuminurie (Angll: 19,2 + 1,50 mg/ml; n=5; NA: 19,4 + 1,94 mg/ml; n=5; p=n.s.).
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Abbildung 35: Bestimmung der Auswirkung der mesangialen Lyse auf die Albuminkonzentration mittels SDS-PAGE:
A:Bei den unbehandelten MWF Ratten verursachte eine NA-Infusion eine signifikante Erhdhung der
Albuminausscheidung, B: wahrend bei den behandelten Ratten weder eine Infusion mit Angll noch mit NA zu einer
Anderung der Albuminausscheidung fiihrte. C: Grundsatzlich wurde mittels SDS-PAGE nach der Lyse der Mesangialzellen
ein signifikanter 21-facher Anstieg der Albuminkonzentration gemessen.

5.3.3  Quantifizierung der Albuminausscheidung mit Hilfe des Albumin-ELISA

Mit Hilfe des Albumin-ELISA konnte die signifikant erhohte Ausscheidung von Albumin im Urin nach
Anti-Thy1.1 Applikation ebenfalls bestatigt werden (p<0,001), (Abbildung 36). Die unbehandelten
MWF Ratten hatten basal eine Albuminausscheidung von 0,069 + 0,002 mg/ml (n=31). Exakt 24
Stunden nach der Anti-Thy1.1 Behandlung stieg diese Konzentration auf das fast 100-fache im Urin
an (6,75 £ 0,52 mg/ml; n=13).

Bei den unbehandelten MWF Tieren fiihrte eine NA-Infusion zu einer signifikanten Erhéhung der
Albuminausscheidung im Urin (0,47 * 0,08 mg/ml; n= 6; p<0,05). Durch eine Infusion mit Angll kam
es zwar ebenso zu einer Erhohung des GSC,, jedoch nicht zu einer signifikanten Erhéhung der
Albuminausscheidung im Urin (0,16 £ 0,03 mg/ml; n=6). Auch eine alleinige Substitution von
Volumen fiihrte zu keiner signifikanten Veranderung der Albuminkonzentration im Urin (0,13 + 0,01
mg/ml).
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Nach der Lyse der Mesangialzellen verursachte weder eine Infusion mit Angll, noch mit NA oder
NaCl eine signifikante Veranderung der Albuminausscheidung (Angll: 6,88 = 0,51 mg/ml, n=6; NA:
5,59 + 0,45 mg/ml, n=5; NaCl: 4,03 + 0,06 mg/ml, n=2).
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Abbildung 36: Bestimmung der Auswirkung der Anti-Thy1.1 Applikation auf die Albuminausscheidung im Urin mit Hilfe
eines Albumin-ELISA: A: Bei den unbehandelten MWF Ratten fiihrte eine Infusion mit NA zu einer Erhéhung der
Albuminkonzentration im Urin. B: Im Gegensatz dazu hatten bei den behandelten Anti-Thy1.1 Ratten weder eine Infusion
mit NA noch mit Angll einen Einfluss auf die Albuminausscheidung. C: Die mittels Albumin-ELISA gemessene Ausscheidung
stieg nach Lyse der Mesangialzellen um das fast 100-fache an.

5.4 Auswirkung der mesangialen Lyse auf die Zusammensetzung des Serums
Um zum einen die Auswirkungen des mesangialen Zellverlustes auf die Funktionalitdt der Organe
zu Uberpriifen und zum anderen eine prarenal bedingte Proteinurie auszuschliefen, wurden die

Serumproben von einem externen Labor analysiert.

Dabei ergaben sich lediglich bei der Quantifizierung von Albumin und Gesamtprotein signifikante
Unterschiede nach der Anti-Thyl.1 bedingten Lyse der Mesangialzellen. Die Lyse fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion von Albumin, womit eine pradrenal bedingte Proteinurie ausgeschlossen

werden konnte.
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Als funktionelle Parameter fir die Leber wurden wie die Aspartat-Aminotransferase (AST), die

Alanin-Aminotransferase (ALT), die alkalische Phosphatase sowie das Gesamt-Bilirubin untersucht.

Die einzelnen Werte veranderten sich nach der Anti-Thyl.1 bedingten Lyse der Mesangialzellen

nicht (p=n.s.). AuBerdem wurden die Funktionsparameter der Niere, Kreatinin und Harnstoff sowie

die Konzentration der Elektrolyte Natrium und Kalium im Serum gemessen. Auch hier ergaben sich

24 Stunden nach Anti-Thy1.1 Applikation keine signifikante Anderung (p=n.s.). Die Konzentrationen

der Serumbestandsteile sind in der folgenden Tabelle zu finden:

Serumbestandteile MWF Anti-Thy1.1 Signifikanz
AST 147,1 + 34,1 (n=8) 167,3 £ 24,9 (n=6) n.s. p=0,66
ALT 54,4 + 4,2 (n=8) 52,7 £ 9,4 (n=6) n.s. p=0,86
Alk. Phosphatase 387,4 + 48,0 (n=8) 321,5+49,0 (n=6) n.s. p=0,36
Ges. Bilirubin 0,15 £ 0,02 (n=6) 0,12 £ 0,02 (n=6) n.s. p=0,26
Albumin 2,65 + 0,05 (n=8) 2,2 £ 0,06 (n=6) p<0,0001

Gesamtprotein 5,5+ 0,03 (n=8) 4,9 +0,1 (n=6) p=0,0002

Kreatinin 0,23 £ 0,02 (n=8) 0,23 £ 0,02 (n=6) n.s. p=0,89
Harnstoff 29,3 +1,0 (n=8) 33,0+ 2,1 (n=6) n.s. p=0,11
Kreatinkinase 490,6 + 94,3 (n=7) 742,0 £ 69,7 (n=6) n.s. p=0,06
Natrium 142,8 + 0,4 (n=8) 141,8 + 2,4 (n=6) n.s. p=0,67
Kalium 4,9 +0,3 (n=6) 4,4+0,1 (n=6) n.s. p=0,15
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6 Diskussion

6.1 Spezifitat des Anti-Thy1.1 Antikérpers

Anhand von immunhistologischen Farbungen konnte die in der Literatur beschriebene Spezifitat
des Anti-Thyl.1 Antikorpers bestatigt werden (Kato et al. 2013a). Der intravital applizierte Anti-
Thyl.1 Antikérper wurde lediglich in den Glomerula nachgewiesen und bewirkte eine Lyse der
Mesangialzellen. Durch weitere immunhistologische Farbungen der Podozyten sowie der
glomeruldren Glykokalyx konnten zusatzliche Auswirkung des Antikdrpers auf diese Strukturen
ausgeschlossen werden. Die glomeruldare Gesamtstruktur verandert sich jedoch nach der Lyse der
Mesangialzellen stark, sodass die in der Literatur beschriebene Aufweitung der Kapillarschlingen
und ein daraus resultierender Balloon-like-Effekt des Glomerulums histologisch zu beobachten war

(Kurihara und Sakai 2017).

6.2 Akute Effekte von Angll und NA auf die Albuminfiltration

Mit Hilfe der intravitalen Multiphotonenmikroskopie sollten zunachst die Effekte von Angll
beziehungsweise von NA auf den glomeruldren Siebkoeffizienten Uberpriift werden. Der basal
ermittelte GSCa der in dieser Studie verwendeten MWF Ratten lag bei einem Wert von 0,00061.
Diese gemessene Menge an basal filtriertem Albumin entspricht der klassischen Vorstellung, dass
in einer gesunden Niere lediglich eine geringe Menge Albumin in den proximalen Tubulus gelangt
(Haraldsson et al. 2008). Der gemessene Wert stimmt ebenso mit Ergebnissen aus ehemaligen
Mikropunktionsstudien Uberein (GSCa=0,00063) (Tojo und Endou 1992). Eine Infusion mit Angll
flihrte zu einer Erhéhung des mittleren Blutdrucks und zu einem signifikanten Anstieg des GSCa auf
einen Wert von 0,00121. Der Einfluss von Angll auf den GSCa im Glomerulum wurde bereits in
friiheren intravitalen Studien nachgewiesen. Dabei fanden sich Hinweise, dass die Erh6hung des
GSCa Uber die Wirkung von Angll an AT1-Rezeptoren vermittelt wird (SchiefRl und Castrop 2013).
Auch eine NA-Infusion fiihrte zu einer Erhéhung des Blutdrucks und somit zu einem signifikanten
Anstieg des GSCa (0,00129). Klinisch wird von einer Korrelation der Hohe des Blutdrucks mit dem

Schweregrad der Albuminurie gesprochen (Parving et al. 1974).

Zusatzlich zum GSCa wurde die Albuminausscheidung im Endharn mittels SDS-Page sowie mittels
Albumin-ELISA quantifiziert. Dabei ergab sich eine basal Albuminausscheidung von 0,069 mg/ml mit
dem Albumin-ELISA. Ausgehend von der Annahme, dass die taglich ausgeschiedene Urinmenge bei
55 ml/kg liegt (Fox et al. 2002), hatten die durchschnittlich 159 g schweren unbehandelten MWF
Ratten eine tagliche Albuminausscheidung von 0,6 mg. Eine 20-min(tige NA-Infusion flihrte nicht
nur zu einer Erhéhung des GSCa, sondern ebenfalls zu einer vermehrten Ausscheidung von Albumin
im Urin (4,1 mg/d). Im Gegensatz dazu kam es nach einer Infusion mit Angll nicht zu einem
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messbaren Anstieg der Albuminkonzentration im Urin (1,4 mg/d). Ein moglicher Grund hierfur ist
eine gesteigerte Endozytose von Albumin im proximalen Tubulus. Angll fiihrt (iber AT2 Rezeptoren
im proximalen Tubulus zu einer vermehrten Aktivierung der Proteinkinase B in der Plasmamembran
und somit zu einer gesteigerten Rickresorption von Albumin (Caruso-Neves et al. 2005). Aus
diesem Grund konnte bei den intravitalen Versuchen zwar ein gesteigerter GSCa gemessen werden,
jedoch stieg die Albuminausscheidung im Endharn durch die erhéhte Resorption von Albumin im

proximalen Tubulus nicht signifikant an.

6.3 Auswirkungen der mesangialen Lyse auf den glomerularen Siebkoeffizient

Um den Einfluss der Mesangialzellen auf die funktionelle Integritdit der glomerularen
Filtrationsbarriere zu untersuchen, wurde der GSC, mit Hilfe der intravitalen Mikroskopie bei Anti-
Thy1.1 behandelten Ratten bestimmt. Die Lyse der Mesangialzellen fiihrte basal zu einer 5,2-fachen
Erhéhung des GSCa (0,00320). Eine entsprechende Infusion mit Angll beziehungsweise NA fiihrte
zu keiner weiteren signifikanten Veranderung des GSCa. Ein moglicher Grund hierfiir kdnnten die
starken strukturellen Verdanderungen im Glomerulum sein. Die Mesangialzellen bilden in einem
intakten Glomerulum das Grundgeriist und sorgen aullerdem fiir eine zellulare Kommunikation
(Abboud 2012). Eine fehlende Kommunikation kdnnte somit zum Ausbleiben der Reaktion auf Angl|
beziehungsweise NA fiihren. Aullerdem besitzen Mesangialzellen sowie Podozyten zahlreiche AT1-
Rezeptoren (Sharma et al. 1998). Nach der Lyse der Mesangialzellen vermindert sich deren Anzahl

im Glomerulum und damit auch ihr Einfluss auf den GSCa.

Zusatzlich zu der deutlichen Erhéhung des GSCa wiesen die mit Anti-Thy1.1 behandelten Ratten
eine massiv erhohte Albuminausscheidung im Urin auf. Abermals ausgehend von der Annahme,
dass die ausgeschiedene Urinmenge einer Ratte bei 55 ml/kg liegt (Fox et al. 2002), lasst sich die
Albuminausscheidung bei den durchschnittlich 158 g schweren Anti-Thy1.1 Ratten auf 58,7 mg pro
Tag schatzen. Damit liegt die Albuminausscheidung sogar um ein 100-faches lber der Ausscheidung
der unbehandelten Tiere. Dieser Anstieg entspricht einer Alouminurie (Dikow und Ritz 2003) und

kann unterschiedliche Ursachen haben.

Um den Einfluss des Anti-Thy1.1 Antikoérpers auf die Albuminkonzentration im Blut zu lberprifen,
wurden Serumproben behandelter und nicht behandelter Tiere entnommen. Die Verminderung der
Albuminkonzentration im Serum zeigt einen starken, renal bedingten Albuminverlust und schlieRt
gleichzeitig eine prarenale Ursache der Albuminurie aus. Im Folgenden sollen mogliche Griinde fir

die renale Albuminurie erértert werden.
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6.3.1 Folgen der mesangialen Lyse fiir die glomerulare Filtrationsbarriere

Die Mesangialzellen sind zwar nicht direkt an der Filtrationsbarriere beteiligt, jedoch bilden sie das
Grundgerust eines jeden Glomerulums und sorgen somit fir dessen Integritat. Ein Verlust dieser
Zellen verursacht eine Proteinurie (Bagchus et al. 1986). Mit Hilfe der intravitalen
Multiphotonenmikroskopie wurde eine deutliche Erhéhung des GSCa nach der Lyse der
Mesangialzellen gezeigt. Allerdings konnten immunhistologisch keine Verdnderungen der
glomeruldren Filtrationsbarriere nachgewiesen werden. Um die Auswirkungen der Anti-Thyl.1
bedingten Lyse auf die Ultrastruktur im Glomerulum genauer zu untersuchen und somit die Ursache
des erhohten GSCa zu ermitteln, wurden zusatzlich elektronenmikroskopische Aufnahmen
angefertigt. Dabei wurden auch bei diesen Aufnahmen die Lyse der Mesangialzellen sowie die
Auflésung der mesangialen Matrix deutlich. Hinsichtlich der Auswirkungen auf die Integritat der

Filtrationsbarriere wurden die einzelnen Bestandteile untersucht.

Das diskontinuierliche Endothel bildet gemeinsam mit der daran anliegenden Glykokalyx den ersten
Bestandteil der glomeruldren Filtrationsbarriere. Mit Hilfe der elektronenmikroskopischen
Aufnahmen wurden die Auswirkungen der Anti-Thy1.1 bedingen Lyse auf die Breite der Fenestrae
genauer untersucht. Dabei ergaben sich 24 Stunden nach Applikation des Antikorpers keine
Anderungen ihrer Breite oder Konstitution. Auch andere elektronenmikroskopischen Studien
bestatigen dieses Ergebnis. Allerdings konnte 5 Tage nach der Applikation des Antikdrpers eine
starke Zunahme der Fenestrae mit einem Diaphragma dargestellt werden (Ichimura et al. 2008).
Die ausbleibende Verdnderung 24 Stunden nach Applikation des Antikdrpers lasst jedoch vermuten,
dass die Integritat der Endothelzellen nicht von der Lyse der Mesangialzellen beeinflusst wurde und

somit auch keinen Einfluss auf den erhohten GSCa besitzt.

Die endotheliale Glykokalyx wurde intravital sowie immunbhistologisch dargestellt. Dabei wurden
24 Stunden nach der Anti-Thy1.1 Applikation keine Veranderungen ihrer Breite oder Auspragung
festgestellt. Anhand der angefertigten elektronenmikroskopischen Bilder konnte die Glykokalyx
jedoch nicht beurteilt werden, da die fiir diese Studie verwendete Fixierung des Gewebes zu einem
Verlust dieser sehr sensiblen Schicht fiihrte. Obwohl die endotheliale Glykokalyx 24 Stunden nach
der Lyse der Mesangialzellen noch intakt ist, kénnte sich das wahrend der Proliferationsphase des
Anti-Thy1.1 Antikorpermodells andern. Bagchus et al. stellten in ihrer Studie im Jahr 1986 eine
zunehmende Proteinurie nach der Lyse der Mesangialzellen fest. Etwa 24 Stunden nach der Lyse
der Mesangialzellen lag die Proteinurie bei 36 mg/Tag und ist somit mit der hier gemessenen
basalen Albuminausscheidung von 58,7 mg/Tag vergleichbar. Nach 4 Tagen erhohte sich die
Proteinurie auf einen maximalen Wert von 320 mg/Tag (Bagchus et al. 1986). In dieser Phase findet

die maximale Proliferation der Mesangialzellen sowie die vermehrte Synthese von
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proinflammatorischen Zytokinen, wie beispielsweise TNFa (Sterzel et al. 1993), statt. TNFa
verursacht eine Schadigung der endothelialen Glykokalyx und kénnte daher die Ursache des
beinahe 10-fache Anstiegs der Proteinausscheidung darstellen (Henry und Duling 2000). Allerdings

konnte diese Theorie bisher durch keine Studie belegt werden.

Die angrenzende Basalmembran bildet die mittlere Schicht der glomerularen Filtrationsbarriere.
Bei der Auswertung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen ergab sich eine signifikante
Verbreiterung der Basalmembran nach der Lyse der Mesangialzellen. Die Mesangialzellen sind in
einem intakten Glomerulum mit der Basalmembran direkt tber Zellfortsdtze sowie indirekt Gber
Microfibrillen verbunden und sorgen somit fiir deren Stabilitdt (Sakai und Kriz 1987; Takami et al.
1990). Fissel und Miner (2018) entwickelten eine neue Hypothese, welche die Basalmembran als
komprimierbaren Ultrafilter beschreibt. Dabei wirken in einem gesunden Glomerulum die
FulRfortsatze, welche sich an der anderen Seite der Basalmembran befinden, dem hydrostatischen
Druck in den Kapillaren entgegen. Erweitert man diese Theorie auf die Mesangialzellen, so kann
ihre Lyse ebenso zu einem Verlust der stabilisierenden Kraft auf die Basalmembran fiihren. Diese
Verminderung der Kompressionskraft auf die Basalmembran fihrt zu einer Erweiterung der
fibrindsen Netzwerkes und somit zu einer vermehrten Durchlassigkeit fir Aloumin (Fissell und

Miner 2018).

Der duRere Anteil der Filtrationsbarriere wird durch die verzweigten FulRfortsatze der anliegenden
Podozyten gebildet. Diese stehen zwar nicht direkt mit den Mesangialzellen in Verbindung, jedoch
kommunizieren sie indirekt Gber Zytokine. Eine Schadigung der Mesangialzellen fiihrt somit zu einer
Verbreiterung der PodozytenfuRfortsatze (Schlondorff und Banas 2009). Mit Hilfe
elektronenmikroskopischer Aufnahmen konnte diese Verbreiterung der Podozytenfulifortsatze
auch nach der Anti-Thyl.1 bedingten Lyse der Mesangialzellen nachgewiesen werden. Die
Hypothese von Fissel und Miner besagt diesbeziglich, dass in einem gesunden Glomerulum
Anziehungs- und Kontraktionskrafte zwischen den PodozytenfulRfortsatzen wirken. Dies macht die
Fortsatze der Podozyten zu Stitzpfeilern gegen den hydrostatischen Filtrationsdruck in den
Kapillaren. Eine Verbreiterung der Podozyten fiihrt also zundchst zu einer Verringerung des
Gegendrucks und folglich zu einer verminderten Kompression der Basalmembran (Fissell und Miner
2018). Andere Autoren verweisen in diesem Zusammenhang auf das engmaschige
Ineinandergreifen der FuRfortsatze als wichtiger Bestandteil der Filtrationsbarriere. Die
entstehenden Schlitzmembranen verhindern dabei in einem intakten Glomerulum die Filtration
von Plasmaproteinen (Reiser und Altintas 2016). Eine Verbreiterung der FuRRfortsatze fiihrt somit in
jedem Fall zu einer erhéhten Filtration von Plasmaproteinen und folglich zu einer Proteinurie

(Schlondorff und Banas 2009).
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Die Resultate ergeben, dass eine Lyse der Mesangialzellen im Glomerulum zu einer Verbreiterung
der Basalmembran sowie der PodozytenfuRfortsatze. Beides bedingt eine Proteinurie welche

zundchst als erhdhter GSCa intravital gemessen werden konnte.

6.3.2  Auswirkungen der vermehrten Albuminfiltration auf das Tubulussystem

Wahrend mit Hilfe der intravitalen Mikroskopie lediglich eine 5,2-fache Erhdohung der
Albuminfiltration nach Lyse der Mesangialzellen gemessen werden konnte, stieg die
Albuminausscheidung im Urin um das beinahe 100-fache an. Ursachlich fiir diese Diskrepanz ist
vermutlich eine Uberlastung des Tubulus und der dort stattfindenden Resorptionsprozesse.
Physiologisch werden etwa 97 % des filtrierten Albumins vom Tubulussystem resorbiert (Tojo und
Kinugasa 2012). Dabei soll vor allem der Albumin-Gehalt im Serum maoglichst konstant gehalten
werden (Wagner et al. 2016). Die Resorptionskapazitdt des Tubulus iber das gewdhnliche Mal}
hinaus ist jedoch stark limitiert (Tenten et al. 2013). So kann bereits eine kurzfristige
Minderversorgung der Niere wahrend der Orthostase zu einem reversiblen Anstieg der

Albuminausscheidung fithren (Robinson et al. 1963).

Eine Infusion mit Angll beziehungsweise NA fiihrte bei den Anti-Thyl.1 behandelten Tieren zu
keiner weiteren Erhohung der Albuminausscheidung im Urin. Ein moglicher Grund ist die bereits
erOrterte ausbleibende Verdanderung des GSCa, welche folglich auch im Urin zu finden ist. Hinzu
kommt auRerdem die basale Uberlastung des tubuliren Systems. Eine Infusion mit Angll kann zu
keiner weiteren Erhdhung der Resorptionskapazitdt im proximalen Tubulus fihren; ein

entsprechender Unterschied zwischen Angll und NA bleibt somit aus (Caruso-Neves et al. 2005).

Immunhistologisch konnte bei den Anti-Thyl.l1 behandelten Tieren eine deutliche
Albuminanreicherung im gesamten Tubulussystem nachgewiesen und elektronenmikroskopisch
bestatigt werden. Das Lumen des proximalen Tubulus war massiv mit umhilltem Protein gefillt,
wiahrend im distalen Tubulus vor allem freies Protein zu finden war. Uber die Megalin-Cubilin-
Komplex-Rezeptoren des Blirstensaums wird Albumin in die Tubuluszellen aufgenommen und in
Lysosomen enzymatisch abgebaut (Tojo und Kinugasa 2012). Mit Hilfe der ultrastrukturellen
Aufnahmen konnte eine vermehrte Ausbildung und VergroRerung der Lysosomen in den
Tubuluszellen gezeigt werden. Die Albuminurie der Anti-Thyl.1 behandelten Tiere wurde somit
sekunddr durch eine Uberlastung des Tubulussystems und einer fehlenden tubuldren
Riickresorption verstarkt. Grundséatzlich kann eine erhohte Albuminfiltration auch zu strukturellen

Veranderungen und entziindlichen Schaden bei den Tubuluszellen fiihren (Wohlfarth et al. 2003).
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6.4 Akute Effekte von Angll und NA auf die snGFR

Mesangialzellen leisten nicht nur einen wichtigen Beitrag zur Integritat der Filtrationsbarriere,
sondern kdénnen dariber hinaus durch ihre kontraktilen Eigenschaften die snGFR im Glomerulum
regulieren (Schlondorff 1987; Blantz et al. 1993). In der hier vorliegenden Arbeit konnte erstmals
mittels intravitaler Multiphotonenmikroskopie der Einfluss der Mesangialzellen auf die snGFR
gezeigt werden. Im Gegensatz zu ehemaligen Mikropunktionsstudien sind die funktionellen
Messungen mittels Multiphotonenmikroskopie weniger invasiv und ermoglichen aullerdem eine

visuelle Darstellung der glomeruldren Filtration.

Mesangialzellen besitzen AT1-Rezeptoren und zeigen in vitro eine Angll bedingte Kontraktion
(Singhal et al. 1986). Blantz et al. (1993) wiesen mit Hilfe von Mikropunktionsstudien bereits eine
Angll bedingte Erniedrigung der snGFR nach. Diese Reduktion der snGFR unter dem Einfluss von
Angll konnte in dieser Studie mit Hilfe der intravitalen Multiphotonenmikroskopie bestatigt
werden. Um auszuschliefSen, dass es sich bei der veranderten snGFR lediglich um blutdruckbedinge
Effekte handelte, wurde in einem weiteren Versuch eine Infusion mit NA appliziert. Mesangialzellen
besitzen keine Rezeptoren fiir NA, sodass die Wirkung von NA lediglich auf die a-Rezeptoren in den
Arteriolen und die Erhéhung des Blutdrucks beschrankt bleibt (Alzheimer et al. 2005). Im
Glomerulum selbst bewirkt NA eine Kontraktion der afferenten und efferenten Arteriole (Wilson
1986). Die Menge an NA wurde entsprechend verdiinnt, sodass durch dieselbe Infusionsmenge eine
dquivalente Blutdruckerhéhung beim Versuchstier erreicht werden konnte. Eine solche NA-Infusion
hatte keinen signifikanten Einfluss auf die snGFR, wodurch blutdruckbedingte Effekte

ausgeschlossen werden konnten.

6.4.1  Steuerung der snGFR durch die Mesangialzellen

Abgesehen von den Mesangialzellen besitzen jedoch auch Endothelzellen der afferenten und
efferenten Arteriole Rezeptoren fiir Angll (Wilson 1986; Sraer et al. 1989). Um den tatsachlichen
Einfluss der Mesangialzellen auf die snGFR zu klaren, wurde das Anti-Thyl.1 Antikérpermodell
verwendet und genau 24 Stunden nach der Applikation des Antikérpers snGFR den behandelten
Ratten ermittelt. Eine Anti-Thyl.1 bedingte Reduktion der basalen snGFR wurde bereits von
Yamamoto et al. (1991) mittels Mikropunktionsstudien nachgewiesen, konnte jedoch in einer
anderen Studie nicht bestatigt werden (Blantz et al. 1993). Aufgrund dieser Kontroversitat sollten
die Versuche mittels intravitaler Mikroskopie wiederholt werden. Zu den Vorteilen der intravitalen
Mikroskopie gegeniliber den friiheren Mikropunktionsstudien gehort unter anderem, dass diese
weit weniger invasiv ist und die Tiere bis zur Messung nur etwa eine halbe Stunde in Narkose
verbleiben. In dieser Studie konnte nach Lyse der Mesangialzellen eine signifikante Reduktion der
snGFR um 62,9 % gemessen werden. Diese Verminderung kann durch die bestehenden
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strukturellen Veranderungen erklart werden. Durch die Lyse der Mesangialzellen kommt es zur
Aufweitung und — funktionell offenbar entscheidend — zum Konfluieren glomeruldrer Kapillaren.
Somit reduziert sich die Gesamtoberfliche der Kapillaren, selbst wenn sich die von ihnen
eingenommene Flache nach Lyse der Mesangialzellen vergréBert. Eine verminderte Oberflache des

Kapillarknauels fuhrt letztendlich zu einer geringeren snGFR.

Bei den Anti-Thyl.1 behandelten Ratten kam es auRerdem nicht zu einer Angll vermittelten
Reduktion der snGFR. Zu letzterem Ergebnis kamen auch Blantz et al. (1993) mit Hilfe von
Mikropunktionsstudien. Um abermals den Einfluss der Blutdruckerhéhung zu kldren, wurden die
Versuche mit einer NA-Infusion wiederholt. Dabei ergaben sich jedoch keine signifikanten

Anderungen der basal bereits erniedrigten snGFR.

Generell zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass das Grundgeriist der Mesangialzellen wichtig fur
eine adaquate snGFR ist und beweisen aulRerdem, dass Mesangialzellen fahig sind, die snGFR durch

ihre kontraktilen Eigenschaften zu modulieren.

Die hier beobachtete Reduktion der snGFR kdnnte ebenso zur Erhohung des glomeruldren
Siebkoeffizienten beitragen. Lund et al. (2003) zeigten in ihrer Studie, dass sich die Filtration von
Albumin mit zunehmender snGFR vermindert. |hrer Hypothese zufolge erhdht sich bei einer
geringeren Filtrationsrate der Anteil der Diffusion und tragt somit zu einem verstarkten Transport
von Albumin Gber die Filtrationsbarriere bei (Lund et al. 2003). Diese Diffusion kdnnte die bereits
erlauterten Ursachen unterstiitzen und somit zu der Angll bedingte Erhéhung der GSCa bei
unbehandelten Ratten sowie zu der Erhohung des GSCa bei Anti-Thyl.1 behandelten Ratten

beitragen.

6.5 Akute Effekte auf von Angll und NA auf den glomeruldren Blutfluss

Es ist bekannt, dass eine Infusion mit Angll zu einer dosisabhangigen Reduktion der kapillaren
Flussgeschwindigkeit fihrt. Obwohl die Menge an infundiertem Angll in dieser Studie lediglich bei
0,08 ug/kg/min lag, nahm die kapillare Flussgeschwindigkeit um 51 % ab. Zimmerhackl et al. (1985)
verwendeten deutlich héhere Angll Konzentrationen (0,4 pg/kg/min) und beobachtete eine

Reduktion der Flussgeschwindigkeit um 42 %.

Als basale kapillare Flussgeschwindigkeiten sind in der Literatur Werte zwischen 781 um/sec und
815 um/sec zu finden (Zimmerhackl et al. 1985; Steinhausen et al. 1981). Diese Angaben liegen
jedoch unter der hier gemessenen kapillaren Flussgeschwindigkeit von 1450 pl/sec. Ein moglicher
Grund fiir diese Diskrepanz konnte die damals verwendete und invasive kidney-spoon-Technik sein.

Fiir diese Studie wurde die Niere lediglich aus dem Abdomen hervorgelagert und es fand keine
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weitere Fixierung statt. Der in dieser Studie gemessene Kapillardurchmesser von 9,4 um war

vergleichbar mit dem gemessenen Durchmesser aus anderen Studien (8,4 um bzw. 9,0 um).

Der kapillare Fluss ergibt sich jedoch aus dem Produkt aus Flussgeschwindigkeit und Flache.
Aufgrund der héheren kapillaren Flussgeschwindigkeit liegt auch der kapillare Fluss mit einem Wert
von 5,86 nl/min Uber den in der Literatur angegebenen Werten (3,2 nl/min bzw. 2,61 nl/min)

(Steinhausen et al. 1981; Zimmerhackl et al. 1985).

Eine Infusion mit NA fiihrt ebenso wie Angll zu einer Vasokonstriktion der afferenten und
efferenten Arteriole (Wilson 1986). In dieser Studie konnte jedoch nach Lyse der Mesangialzellen
kein Einfluss auf die kapillare Flussgeschwindigkeit sowie den kapillaren Fluss nachgewiesen
werden. Dies fihrt wiederum zu der Hypothese, dass die Mesangialzellen, welche unter anderem
AT1-Rezeptoren besitzen, verantwortlich fiir die Angll bedingte Anderung der glomerulidren

Durchblutung sind.

6.5.1  Steuerung der kapillaren Flussgeschwindigkeit und des kapillaren Flusses
durch die Mesangialzellen

Grundsatzlich fiihrte die Lyse der Mesangialzellen zu einer Reduktion der Flussgeschwindigkeit im
Glomerulum. Durch die gleichzeitige Erweiterung der Kapillaren blieb jedoch der kapillare Fluss
auch nach Lyse der Mesangialzellen konstant. Eine entsprechende Infusion mit Angll
beziehungsweise NA fiihrte nach der Lyse der Mesangialzellen weder zu einer Anderung des

kapillaren Flusses noch zu einer Erh6hung der kapillaren Flussgeschwindigkeit.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe des Anti-Thyl.1 Antikdrpermodells die anfangliche
Hypothese bestatigt werden: Mesangialzellen kénnen die kapillare Flussgeschwindigkeit sowie den

kapillaren Fluss im Glomerulum regulieren.

6.6 Nachweis einer durch Mesangialzellen bedingten glomeruldaren Bewegung

Mit Hilfe von in vitro Studien konnte bereits vor 40 Jahren der kontraktile Phdnotyp der
Mesangialzellen gezeigt werden (Ausiello et al. 1980; Singhal et al. 1986). Schléndorff geht in seiner
Theorie davon aus, dass Mesangialzellen durch ihre Kontraktion nicht nur den glomerularen Fluss,
sondern die ganze Konstitution im Glomerulum verdndern kénnen (Schliéndorff 1987). Jedoch

konnte eine solche Veranderung bislang nicht intravital gezeigt werden.

In  der hier vorliegenden Arbeit konnte erstmals mit Hilfe der intravitalen
Multiphotonenmikroskopie gezeigt werden, dass Mesangialzellen eine Bewegung des gesamten
Glomerulums verursachen kénnen. Unter dem Einfluss von Angll konnte eine rotierende Bewegung

des gesamten Kapillarknauels im Glomerulum beobachtet werden. Diese Bewegung setzte mit der
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Angll bedingten Blutdruckerhéhung ein und verharrte anschlieBend bei gleichbleibender Erhohung
des Blutdrucks. Nach beenden der Angll-Infusion rotierte das Glomerulum an seinen urspriinglichen
Ausgangspunkt zurlick. Dies ldsst eine Kontraktion im Glomerulum als Ursache fiir die Bewegung
vermuten. Allerdings besitzen auch die Endothelzellen der afferenten und efferenten Arteriole
Rezeptoren fir Angll (Sraer et al. 1989). Um die Theorie zu liberpriifen, dass die Mesangialzellen
verantwortlich flir diese beobachtete Bewegung sind, wurde das Anti-Thyl.1 Antikérpermodell
verwendet. Der Antikorper flhrt lediglich bei Mesangialzellen zu deren Lyse (Kurihara und Sakai
2017). Auch die hier angefertigten immunhistologischen Aufnahmen zeigten keinen Einfluss des
Anti-Thyl.1 Antikorpers auf die Endothelzellen. Bei den funktionellen Messungen blieb die
rotierende Bewegung des Kapillarknauels nach der Lyse der Mesangialzellen aus. Ein Anstieg des
Blutdrucks durch eine NA-Infusion fuhrte weder bei unbehandelten noch bei behandelten Ratten
zu einer Bewegung des Kapillarknduels. Somit konnten rein blutdruckbedingte Effekte als Ursache

fir die Bewegung ausgeschlossen werden.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Mesangialzellen durch ihre kontraktilen Eigenschaften die
Konstitution im Glomerulum verdandern und dadurch die beobachtete rotierende Bewegung des

Kapillarknauels verursachen.
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7 Zusammenfassung

Mesangialzellen sind spezialisierte Zellen und fir die Verankerung und Kommunikation der
einzelnen zelluldaren Strukturen im Glomerulum verantwortlich. Sie besitzen Rezeptoren fir Angll
sowie einen kontraktilen Phanotyp, der bereits in vitro nachgewiesen werden konnte. Die genaue
Relevanz der Mesangialzellen fiir die glomerulare Filtrationsbarriere sowie fiir die Ultrafiltration in

vivo blieb bislang unklar.

In der vorliegenden Arbeit sollte folgende Hypothese Uberprift werden: Mesangialzellen haben
durch ihre kontraktilen Eigenschaften einen erheblichen Einfluss auf die Hamodynamik im
Glomerulum und sind durch ihre strukturellen Eigenschaften fir die Integritdt der

Filtrationsbarriere mitverantwortlich.

Zur Priifung der Hypothese wurde das Anti-Thy1.1 Antikorpermodell verwendet und die Ratten mit
Hilfe der intravitalen Multiphotonenmikroskopie untersucht. Der applizierte Anti-Thy1.1 Antikdrper
flihrte zu einer Lyse der Mesangialzellen im Glomerulum. Mittels Immunhistochemie konnte die
spezifische Bindung des Antikérpers an Mesangialzellen nachgewiesen werden. Die mit Anti-Thy1.1
behandelten Tiere sowie unbehandelte Vergleichstiere wurden mit Hilfe der intravitalen
Multiphotonenmikroskopie hinsichtlich des GSCs, der snGFR und der kapillaren
Flussgeschwindigkeit untersucht. Dabei wurden die funktionellen Daten beider Gruppen zunachst
basal und anschlieBend unter dem Einfluss einer Angll-Infusion untersucht. Um die
rezeptorvermittelte Wirkung von Angll an den Mesangialzellen von den blutdruckbedingten
Effekten im Glomerulum zu unterscheiden, wurden die gleichen Studien zudem mit dem
Vasokonstriktor NA durchgefiihrt. Diese Infusion fiihrte zu einer vergleichbaren Erhéhung des
Blutdrucks, ohne jedoch eine direkte, rezeptorvermittelte Wirkung auf die Mesangialzellen zu

haben.

Unter dem Einfluss von Angll kam es bei den unbehandelten Tieren zu einer signifikanten Reduktion
des kapillaren Flusses sowie der kapillaren Flussgeschwindigkeit, wahrend die Infusion von NA
beziehungsweise NaCl zu keiner signifikanten Verdnderung filihrte. Bei den mit Anti-Thyl.1
behandelten Tieren kam es nach dem Verlust der Mesangialzellen zu einem Ballooning-Effekt und
somit zu einer Verbreiterung der Kapillaren bei einer geringeren Gesamtoberflache. Die gemessene
kapillare Flussgeschwindigkeit war somit geringer als bei den unbehandelten Tieren, jedoch blieb
der kapillare Fluss anndhernd gleich. Eine Infusion mit Angll fiihrte jedoch weder zu einer
Veranderung der kapillaren Flussgeschwindigkeit noch zu einer Veranderung des kapillaren Flusses.
Dies zeigt zum einen die strukturelle Funktion der Mesangialzellen und zum anderen ihre Fahigkeit,

die kapillare Durchblutung des Glomerulums zu regulieren.
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Die snGFR steht in direkter Abhangigkeit zur kapillaren Durchblutung. Daher kam es auch hier bei
den unbehandelten Tieren zu einer signifikanten Reduktion nach der Angll-Infusion. Die snGFR war
bei den mit Anti-Thy1.1 behandelten Tiere insgesamt niedriger und veranderte sich nach der Angll-

Infusion nicht.

Strukturell bilden die Mesangialzellen und das mit ihnen verbundene Mesangium das Grundgerist
eines jeden Glomerulums. Durch die Lyse dieser Zellen veranderte sich nicht nur die glomerulare
Struktur, sondern auch die Integritat der Filtrationsbarriere. Die mit Anti-Thy1.1 behandelten Tiere
wiesen intravital einen deutlich erhéhten GSCa auf. Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen
Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass durch den Verlust der Mesangialzellen auch die Podozyten
in ihrer Funktionalitdt beeintrachtigt wurden. Zusatzlich konnte eine Verbreiterung der
glomeruldaren Basalmembran nachgewiesen werde. Die daraus resultierende erhohte
Albuminfiltration fiihrte zu einer Uberlastung des proximalen Tubulus und zu einer massiv erhéhten

Albuminausscheidung im Urin.

Die Fahigkeit der Mesangialzellen zur Kontraktion lasst auch eine sichtbare Bewegung im
Glomerulum vermuten. Eine solche rotierende Bewegung der Kapillarschlingen im Bowman-Raum
konnte in dieser Arbeit erstmals nach Angll Applikation bei den unbehandelten Ratten beobachtet
werden. Dieses Bewegungsphdnomen blieb jedoch bei den Anti-Thyl.1 behandelten Ratten aus.
Daraus lasst sich weiter folgern, dass die Mesangialzellen auch in vivo die Fahigkeit zur Kontraktion

besitzen und somit eine Bewegung der Kapillarschlingen verursachen.

Insgesamt belegen die Ergebnisse dieser Arbeit den funktionellen und strukturellen Einfluss der
Mesangialzellen im Glomerulum. So regulieren sie durch ihre Kontraktilitdit die kapillare
Geschwindigkeit, den kapillaren Fluss sowie die snGFR im Glomerulum. Auferdem sind sie

wesentlich an der Aufrechterhaltung der Integritat der Filtrationsbarriere beteiligt.
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8 Summary

The intra-glomerular mesangial cells fill the space between the glomerular capillaries and may
support the structural integrity of the glomerulus. Data from cultured mesangial cells suggest a
contractile cell phenotype. However, the in vivo relevance of mesangial cells for the function of the

glomerular filtration barrier and the regulation of glomerular filtration remains unclear.

Here we hypothesized that contractile mesangial cells actively regulate glomerular hemodynamics
and that mesangial cells support the integrity of the glomerular filtration barrier. To test this
hypothesis, we assessed the function of mesangial cells in the live animal by intravital multiphoton
microscopy. The mesangial cells were depleted in Munich Wistar Froemter rats using the anti-
Thy1.1 antibody model. Immune staining of kidneys for anti-Thy1.1 showed an exclusive binding of
the administered anti-Thyl.1 antibody to mesangial cells. The anti-Thyl.1-treated rats and the
control rats were evaluated by intravital multiphoton microscopy concerning the GSC,, the snGFR
and the capillary plasma flow. Functional data were assessed at baseline and after the infusion of

Angll.

The capillary flow and the capillary flow velocity decreased during the infusion of Angll in the
control rats. The anti-Thyl.1-treated animals showed a ballooning-effect after the lysis of the
mesangial cells and, consequently, an enlargement of the capillaries with a smaller surface area.
However, the measured capillary velocity was lower compared to the control group, but the
capillary flow remained unchanged. In anti-Thyl.1-treated rats, an infusion of Angll did not
influence the capillary velocity and the capillary flow. These data suggest that mesangial cells

actively regulate the blood flow in the glomerulus.

The snGFR depends on the capillary blood flow. Accordingly, a significant reduction of the snGFR
was observed in the control group after an infusion of Angll. This alteration was absent in anti-
Thyl.1-treated rats. The snGFR was lower in this group and an infusion of Angll did not result in an

alteration of the snGFR.

Mesangial cells maintain the structural architecture of the glomerulus. A lysis of mesangial cells
apparently changed the glomerular structural integrity, and, consequently the function of the
glomerular filtration barrier. The anti-Thy1l.1-treated rats had a highly increased GSCa compared to
the control animals, as determined by the intravital microscopy. Furthermore, electron microscopy
demonstrated a loss of podocyte structure in anti-Thyl.1-treated rats. Additionally, loss of
mesangial cells was accompanied by an enlargement of the glomerular basement membrane could
be determined. The increased filtration of albumin led to an enhanced proximal tubular albumin

uptake and to albuminuria.
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Mesangial cells are contractile cells. The contractile phenotype of mesangial cells became apparent
by a rotating movement of the capillary loops within the bowman’s space after an infusion of Angll

in the control group. This phenomenon was absent in anti-Thyl.1-treated rats.

Or data provide new insights into the functional and structural role of the mesangial cells in the
glomerulus. Mesangial cells have a contractile phenotype and, therefore, contribute to the
regulation of the snGFR, to the capillary velocity and the capillary flow in vivo. Furthermore,
mesangial cells are crucially involved in the maintenance of the integrity of the glomerular filtration

barrier.
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