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1 Zusammenfassende Darstellung der anteiligen
Publikation

Die vorliegende Dissertation beruht in Teilen auf der Publikation ,,Complement component C3 as
a new target to lower albuminuria in hypertensive kidney disease”, welche am 12. April 2023 von
der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Wenzel mit drei Erstautorenschaften (Marlies Bode, Jan
Nieklas Diemer, The Vinh Luu) veroffentlicht wurde. Die Publikation wurde in einem anerkannten
peer-reviewed Journal veroffentlicht (,British Journal of Pharmacology”, 5-Jahres Einflussfaktor
(Impact Factor) 9,47 (2023)), in welchem vor allem translationale Themen mit klinisch-
experimentellem und pharmakologischem Kontextbezug publiziert werden.
Inhaltlich kann die methodische Datenerhebung zur Evaluation der Rolle des Komplementfaktors
C3in der Publikation in drei Teile gegliedert werden:

1. Analyse auf C3in humanen Nierenbiopsien von Patienten mit maligner Nephrosklerose

2. Nutzen von C37-Mause im Hypertonusmodell

3. Anwendung von C3 und C5-siRNA Inhibition im Hypertonusmodell

Die Daten des 3. Teils der Publikation entspringen der vorliegenden Dissertation.



2 Einleitung

2.1 Hypertonie und das Immunsystem

Die arterielle Hypertonie ist einer der haufigsten Todesursachen in der modernen Welt und steht
laut epidemiologischen Statistiken der World Health Organisation (WHO) mit 54 % der Schlaganfalle
und 47 % aller Herzinfarkte in Verbindung (Lawes, Hoorn & Rodgers, 2008). Darliber hinaus zeigt
eine weitere Studie der WHO, dass sich die Inzidenz des arteriellen Hypertonus innerhalb von 20
Jahren (1990 — 2019) verdoppelt hat (Zhou et al., 2021).

Sowohl die Ursachen als auch die Folgen eines primaren Hypertonus sind multifaktoriell. Dennoch
sind die spezifischen kausalen Pathomechanismen, die zur Entstehung eines primaren Hypertonus
fuhren oder die Progression der Endorganschaden bei Hypertonie maRgeblich beeinflussen, noch
nicht ausreichend erforscht und analysiert worden. Angesichts der epidemiologischen Daten und
den weiterhin unklaren Pathomechanismen der arteriellen Hypertonie ist es von groRer Bedeutung,
eine Therapie zu finden, die nicht nur symptomatisch den Blutdruck senkt, sondern auch
inflammatorische Schaden verhindern kann.

Vor einigen Jahren berichtete eine Studie von der Rolle des Immunsystems im arteriellen
Hypertonus, da RAG-1 defiziente Mause, Mause ohne T- und B-Lymphozyten, einen niedrigeren
systolischen Blutdruck und mildere Endorganschdden nach einer Angiotensin Il Infusion
entwickelten (Guzik et al., 2007). Folgend danach wurden immer mehr Erkenntnisse bezliglich der
Funktion des Immunsystems in der Pathogenese des arteriellen Hypertonus gemacht (Wenzel et
al., 2016; Drummond et al.,, 2019). Damit wurde das Forschungsfeld der Immunologie und

Inflammation in der Blutdruckforschung etabliert.

2.2 Das Komplementsystem im arteriellen Hypertonus

Das Komplementsystem fungiert als Teil des angeborenen Immunsystems und besteht aus ca. 30
Plasmaproteinen, den Komplementfaktoren und zellgebundenen Rezeptoren. Es dient primar der
Abwehr gegeniiber Pathogenen (,,Immunosurveillance”), der Opsonierung und der Verstarkung von
proinflammatorischen Reaktionen. Die Opsonierung von Pathogenen erleichtert die Phagozytose
durch antigenprasentierende Zellen, welche wiederum Komplementrezeptoren besitzen. Das
Komplementsystem agiert somit einerseits selbststdndig und andererseits bildet es die Verbindung
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem. Die Komplementaktivierung kann Gber drei
verschiedene Kaskaden erfolgen: Der klassische Weg, der alternative Weg und der Lektin-Weg. Alle

drei Wege enden dabei in der Bildung der C3-Konvertase und somit direkt auch in der Bildung der
2



C5-Konvertase, welche in weiteren Schritten die Bildung des Membranangriffskomplex (MAC)
induziert.

Daten der letzten Jahre zeigen, dass die Funktion des Komplementsystems sich nicht nur auf die
Rolle im angeborenen Immunsystem beschrankt, sondern eine wichtige Rolle im adaptiven
Immunsystem und in Pathomechanismen anderer Erkrankungen spielt. In diesem Sinne hat die
steigende Zahl klinischer Zustdnde, die mit einer Komplementaktivierung assoziiert sind, ein neues
Interesse an therapeutischen Optionen durch Modulation des Komplementsystems geweckt
(Ricklin et al., 2018; Wenzel, Kemper & Bode, 2021).

Eine der neuen Rollen des Komplementsystems prasentiert sich in der Bluthochdruckforschung.
Laut Kohortenstudien ist die Entwicklung eines arteriellen Hypertonus in Patienten mit der
Serumkonzentration des Komplementfaktors C3 assoziiert (Engstrom et al., 2007a; Bao et al., 2017).
Diese Erkenntnis ist ebenfalls in Rattenmodellen zu sehen, wo sich in einem Blutdruckmodell
vermehrt Ablagerungen und Expression des Komplementfaktors C3 in Niere und glatten
Muskelzellen darstellen lassen (Chen et al., 2020a; Fischer et al., 2021). In einem weiteren Schritt
demonstrierte Negishi et al., dass C3-defiziente Ratten in einem Hypertonusmodell im Vergleich zur
Kontrollgruppe mildere Endorganschaden zeigten.

Mause mit einem Doppelknockout (DKO) der beiden Komplementrezeptoren C3aR und C5aR
zeigten einen milderen Verlauf im Angiotensin Il (Ang I1)-Modell als Wildtyp Mdause (Chen et al.,
2018). Diese Beobachtung wird Uber die Funktion der regulatorischen T-Zellen (Treg) erklart, da ein
Transfer von DKO-Tregs im Gegensatz zu Wildtyp-Tregs zu einer Protektion im Ang II-Modell fiihrte.
Eine Inhibition des C5aR in mauslicher Hypertonie zeigt darliber hinaus eine nephroprotektive
Wirkung (Weiss et al., 2016).

Die Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie lasst sich somit nicht unbedingt allein durch die
Regulation des Salzwasserhaushaltes und der Regulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems vollstandig erklaren (Drummond et al.,, 2019). Komplementaktivierung stellt einen
moglichen Forschungsansatz dar, welcher das Verstandnis von Inflammation in hypertensiven

Endorganschaden erweitern kénnte.

2.3 Arbeitshypothese und Fragestellung

In dieser Arbeit wurde die Rolle der hepatischen Komplementfaktoren C3 und C5 bei hypertensiven
Endorganschaden der Maus evaluiert. Dazu wurde die arterielle Hypertonie mit zwei verschiedenen
Modellen, dem DOCA-Salz Modell und dem Ang lI-Modell, in C57/Bl6 Mé&usen induziert. Um die
Rolle der hepatischen Komplementfaktoren zu evaluieren, wurden diese mithilfe einer GaINAc (N-

Acetylgalactosamin) konjugierten siRNA in den Mausen inhibiert. Dieser Ansatz ermoglicht im
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Gegensatz zur Untersuchung einer Knockout-Maus den Vorteil, dass Storfaktoren wie ein Einfluss
des Knockouts auf die embryonale Genese der Maus auszuschliefen sind. Darliber hinaus stellt der
Ansatz einer siRNA Applikation einen direkteren therapeutischen Versuch dar, weshalb die
Translationalitdat des Versuchs somit eher gewahrleistet ist. Die Konjugation mit GalNAc erlaubt
durch die spezifische Bindung an Asialoglykoproteinrezeptoren eine spezifische Inhibition der
hepatischen Proteine (Springer & Dowdy, 2018). Dies ermdoglicht der siRNA den ,RNA-induced
silencing complex“ (RISC) zu formen und somit die Proteinbiosynthese zu inhibieren.

In diesem Sinne ist die Hypothese dieser Arbeit, dass eine individuelle Blockade des
Komplementfaktors C3 oder C5 in der Leber zu einer Senkung des Blutdrucks und einer milderen

Auspragung hypertensiver Endorganschaden fihrt.



3 Material and Methoden

3.1 Versuchstiere und Gruppeneinteilung

Die Versuchstiere fir die Experimente dieser Arbeit bestanden aus zehn bis zwolf Wochen alten
C57/Bl6 Méausen. Diese wurden in standardisierten Kafigen in Dreier- bis Vierergruppen gehalten.

Die Kafige wurden alle drei bis vier Tage ausgewechselt und die Tiere besalRen permanenten Zugang
zu Trockenfutterpellets, Trinkwasser oder 0,9-prozentiger Natriumchloridlésung. Zudem wurden
die Kafige mit Einstreu auf Holzbasis und Nestmaterial aus Zellstoff ausgestattet.

Ein physiologisch zirkadianer Rhythmus wurde mit Hilfe eines Tag- und Nachtrhythmus
sichergestellt. Die Tageszeit wurde mit Licht von 5 Uhr morgens bis 17 Uhr imitiert, wahrend die
Nachtzeit mit Rotlicht zwischen 17 und 5 Uhr eingestellt war. Die Raumtemperatur in den
Tierrdumen wurde konstant bei 20°C bis 24°C gehalten, wahrend die relative Luftfeuchtigkeit bei
60% beibehalten wurde. Der Gesundheitsstatus der Tiere wurde taglich anhand von Aktivitat,
Aussehen und Nestverhalten Uberpriift.

Insgesamt wurden vier Gruppen aus Wildtypmausen in zwei verschiedenen Modellen erfasst: Dem
DOCA-Salz Modell und dem Ang II-Modell. Die vier Gruppen bestanden aus einer normotensiven
Kontrollgruppe, einer hypertensiven mit Kontroll-siRNA behandelten Gruppe, einer hypertensiven
mit C3-siRNA behandelten Gruppe und einer mit C5-siRNA behandelten Gruppe. Bei der Kontroll-
siRNA handelt es sich um eine siRNA, welche gegen Luciferase gerichtet ist, ein Enzym, das bei
Sdugetieren nicht vorhanden ist. Die siRNA wurde jeweils zu bestimmten Zeitpunkten (s. 2.2.1 und
2.2.2) subkutan injiziert. Die Kontroll-, C3-, und C5-siRNA-Proben waren jeweils mit GalNAc

konjugiert, sodass dies eine spezifische hepatische Inhibition erméglicht worden ist.

3.2 Blutdruckmodelle

Um hypertensive Endorganschdaden zu induzieren, wurden sowohl Ang II-Modell als auch DOCA-
Salz Modell an C57/Bl6 Wildtyp Mausen angewendet. Im Rahmen beider Versuchsmodelle
erhielten die Versuchstiere ab dem ersten praoperativen bis zum ersten postoperativen Tag eine
Analgesie. Diese bestand aus einer subkutanen Verabreicherung von Buprenorphin in einer
Konzentration von 0,1mg/kg sowie der Zugabe von Tramadol zum Trinkwasser mit einer

entsprechenden Konzentration von 0,5mg/ml.



3.2.1 Angiotensin lI-Modell

Zu Beginn des Modells wurden Mause unter einer Isofluran Narkose und einer prda- und
postoperativen (dreitdgigen) Tramadol Analgesie auf der rechten Seite nephrektomiert. Sieben
Tage nach der Nephrektomie wurde das Trinkwasser in den Versuchsgruppen mit 0,9-prozentiger
Natriumchloridlésung ausgetauscht, um den renalen Schaden zu aggravieren. AnschlieBend
wurden nach sieben weiteren Tagen eine osmotische Minipumpe subkutan implantiert, welche fir
zwei Wochen kontinuierlich 1,5ng/g/min Angiotensin Il infundiert. Die Organentnahme erfolgte
zwei Wochen nach der Implantation der osmotischen Minipumpe. Die siRNA Injektionen erfolgten

zweimal im Abstand von zwei Wochen.
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Abbildung 1: Zeitlicher Verlauf und Ubersicht des Ang II-Modells.

3.2.2 DOCA-Salz Modell

Zu Beginn des Modells werden die Mause auf der rechten Seite nephrektomiert. Gleichzeitig wird
ein 50mg DOCA-Pellet subkutan implantiert. Zusatzlich erhalten die Tiere in den hypertensiven
Versuchsgruppen eine 0,9% konzentrierte Natriumchlorid (NaCl) Losung als Trinkwasser. Drei
Wochen nach dem Eingriff wird ein zweites DOCA-Pellet implantiert, um die DOCA-Konzentration
auf einem addquaten Level zu halten, da die Pellets nur 21 Tage lang DOCA abgeben. Die
Organentnahme erfolgte in der sechsten Woche. SiRNA-Injektionen wurden in zwei Wochen

Abstdanden gegeben.
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Abbildung 2: Zeitlicher Verlauf und Ubersicht des DOCA-Salz Modells.

3.3 Anwendung der siRNA

C3- und C5-Plasmaspiegel wurden mithilfe der siRNA in Versuchsmdusen herunterreguliert. Dabei
wurde eine subkutan-verabreichtete N-Acetylgalactosamin (GalNAc) konjungierte small interfering
RNA (siRNA), welche den hepatischen Komplementfaktor C3 (oder C5) anzielt, benutzt. Die
Konjugation mit GalNAc ermdoglicht es, dass die siRNA an Asiologlykoproteinrezeptoren, welche nur
auf Hepatozyten exprimiert sind, binden kann. Dieser Ansatz hemmt somit die jeweilige hepatische
C3- oder C5-Produktion, wahrend die extrahepatische C3 oder C5-Produktion unbeeinflusst bleibt.
Die Kontroll-siRNA zielte auf das Enzym Luciferase ab.

Die siRNA Proben wurden mit destilliertem Wasser zu einer Konzentration von 1 pl/pg verdiinnt
und anschlieBend in 1,5 ml Eppendorf-Tubes aliquotiert. Weiterhin erfolgte die Lagerung in einem
-80°C Gefrierschrank. Das Dosiervolumen fiir die Mause wurde abhidngig von dem Gewicht der
einzelnen Maus errechnet, sodass eine Zielkonzentration von 10 pg siRNA pro 1 g Mausgewicht
angestrebt wurde. Das jeweilige Korpergewicht der Mause wurde einen Tag vor der siRNA-Injektion
gemessen. Die siRNA-Injektion erfolgte dabei subkutan. Die Kontroll-, C3- und C5-siRNA wurden alle
von Alnylam Pharmaceuticals Inc. bereitgestellt und wie beschrieben verwendet (Kusner et al,,

2019).

3.4 Blutdruckmessung

Der systolische Blutdruck wurde am sechsten und am zwdlften Tag im Ang II-Modell gemessen,
wahrend im DOCA-Salz Modell dieser in der dritten und sechsten Woche gemessen wurde. Die
Messung erfolgte mithilfe einer Schwanzmanschette (MC4000 Blood Pressure Analysis System,

Hatteras Instruments, Cary, USA). Vor der Durchfiihrung der Messung wurde ein magnetischer



Maushalter verwendet, um die Mause auf einem Tablett zu positionieren. AnschlieBend wurde die
Messung nach flnf bis zehn Minuten durchgefihrt, um den Ruheblutdruck zu erreichen.

Wahrend einer Messsitzung blaht sich die Manschette graduell um den Schwanz der Maus herum
auf, um schlieRRlich den Blutfluss kurz anzuhalten. AnschlieRend wird der Druck in der Manschette
entlastet, sodass aus der Blutdruckkurve der systolische Blutdruck entnommen werden kann.
Druckwellen wurden durch einen Oszilliographensensor unter dem Schwanz ermittelt. Eine
Messsitzung bestand aus funf vorlaufigen Messzyklen, gefolgt von weiteren zehn Messzyklen. Aus
den zehn Zyklen wurde fir die statistische Auswertung ein Mittelwert errechnet. Zur Gewéhnung
und Vermeidung von Artefakten aufgrund von Bewegung oder Nervositdt wurden vier
Messsitzungen an vier verschiedenen Tagen zu dhnlichen Zeiten durchgefiihrt (Weiss et al., 2016;

Ahadzadeh et al., 2018).

3.5 Albuminurie

Wahrend der Durchfiihrung der Experimente wurde Urin von den Mdusen am Tag 3, 7 und 13 im
Ang Il-Versuch und wochentlich im DOCA-Salz Versuch gesammelt. Dabei wurden die Mause
maximal sechs Stunden lang auf 96-Well Platten in einem Stoffwechselkafige platziert. Danach
wurden die Mause zurlick in ihre Kafige gesetzt und der Urin aus den Well-Platten in 1,5 ml
Eppendorf-Tubes pipettiert. Die Albuminurie wurde durch Division der Albuminkonzentration
durch die Kreatininkonzentration ermittelt. Dabei wurde die Albuminkonzentration Uber einen
ELISA (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA) und die Kreatininkonzentration mithilfe des
COBAS Integra 400 Plus bestimmt. Um die Konzentration des Albumins in den Urinproben zu
beurteilen, da fir die ELISA-Bestimmung verdlinnte Proben benutzt werden, wurden 9ul jeder
Urinprobe auf das Proteinfeld eines Urinteststreifen pipettiert. Folgendes Schema wurde zur
Orientierung benutzt, um die Urinproben mit ,Sample Conjugat Diluent” zu verdiinnen: 0=1:500;
+=1:5000; ++=1:20.000; +++=1:50.000; ++++=100.000. AnschlieRend wurde ein ELISA nach
Protokoll durchgefiihrt.

3.6 Histopathologische Untersuchung

Nach der Organentnahme wurden Herz- und Nierengewebe fiir 24 Stunden in vier-prozentiger
gepufferter Formalinldsung fixiert. AnschlieBend wurden die Proben in Paraffin eingebettet und mit
einer Dicke von 1,5um geschnitten. Die Histologien wurden danach entparaffiniert und mit einer

Schiffschen Probe fiir eine reguldre PAS-Farbung gefarbt.



Der glomeruldre Schaden wurde semiquantitativ in einer 40er-VergroRerung ermittelt. Ein Wert
von 0 weist auf keinen Schaden, ein Wert von 1 weist auf milden Schaden in einem Drittel des
Glomerulus, ein Wert von 2 weist auf einen Schaden, welcher mindestens die Halfte des Glomerulus
betrifft und ein Wert von 3 zeigt einen schweren Schaden liber den gesamten Glomerulus an. Es
wurden insgesamt 30 Glomeruli pro Maus analysiert und der entsprechende Durchschnittswert der
Scorings fiir die Auswertung genutzt (Krebs et al., 2014).

Daruber hinaus wurde die Messung der GroRe des Glomerulus parallel zum Scoring der Glomeruli
computerunterstitzt durchgefihrt.

Der tubulointerstitielle Schaden wurde ebenfalls semiquantitativ mithilfe einer Skala bestimmt. Ein
Wert von 0 indiziert keinen Schaden, 1 milden Schaden, 2 moderaten Schaden und 3 schweren
Schaden. Tubulointerstitielle Schaden wurde durch eine Erweiterung des Tubuluslumens, einer
Verflachung und Atrophie der Tubuluszellen sowie einer VergroRerung der Basalmembran und

einer Verbreiterung und Vernarbung des Interstitiums definiert.

3.7 Quantitative Real Time PCR

Die RNA wurde aus Herz-, Leber- und Nierengewebe isoliert und nach dem RNA-Isolationsprotokoll
mit Trizol durchgefiihrt. Die quantitative real time PCR erfolgt mit Hilfe des PCR QuantStudio 3
Systems (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA). Dabei wurde ein ,,Power Up SYBR Green Master
Mix“ (Thermo Fischer Scientific) als Reagenz benutzt. Die mRNA-Konzentration wurde zu der

Expression von 18S als ,Housekeeping-Gen” normiert.

Folgende mausspezifische Primer wurden benutzt:

18s Fw CAC GGC CGG TACAGT GAA AC
18s Rev AGA GGA GCG AGCGACCAAA
C3 Fw GGA AAC GGT GGT GGA GAA AG
C3 Rev ATA AGA CAG TGG AGC CAG GG
C5 Fw GCC GGA CCA GTC AGT AAA GA
C5 Rev AAG ACA GTCTCC CGTTTG GC
Renin Fw GCT CTG GAG TCCTTG CACCTT
Renin Rev CTT GAG CGG GATTCG TTC AA



PAI-1 Fw GGA CAC CCT CAG CATGTT CA

PAI-1 Rev TCT GAT GAG TTC AGC ATC CAA GAT
NGAL Fw ATG TCA CCTCCATCCTGG TC

NGAL Rev CCT GGA GCTTGG AACAAA TG

CCL2 Fw GGCTCA GCCAGA TGC AGT TAA
CCL2 Rev CCT ACT CAT TGG GAT CAT CTT GCT
ANP Fw GTG CGG TGT CCA ACA CAG AT

ANP Rev GCTTCCTCAGTCTGCTCACTCA
BNP Fw CCA GTC TCC AGA GCA ATT CAA

BNP Rev AGCTGT CTCTGG GCCATTTC

3.8 Plasmauntersuchung

Plasmaproben wurden bei der Organentnahme am letzten Tag des Versuches Uber eine
Herzpunktion in tiefer Narkose gewonnen. Die jeweiligen Blutréhrchen wurden vor der
Herzpunktion zur  Konservierung mit  Heparin  versetzt. Die Harnstoff-N-  und
Cholesterinkonzentrationen im Plasma wurden Gber das COBAS Integra 400 plus bestimmt. C3- und
C5-Plasma Konzentrationen wurden mit einem ELISA von Abcam (#ab157711) von Alnylam

Pharmaceuticals in Boston bestimmt.

3.9 Waestern-Blot

Die Proteinproben wurdenfirdie Western-Blot-Analyse bereitgestellt, indem T-Per-Puffer
(Thermo Fisher Scientific, USA) hinzugefiigt und anschliefend sonifiziert wurden. Proteine
(10 pg) wurden durch Elektrophorese in Precast-Gelen (Bio-Rad, USA), die SDS enthalten,
in einer Elektrophoresekammer (Bio-Rad, USA) in Anwesenheit eines Migrationspuffers
separiert. Die Proteine wurden dann unter Halbtrockenbedingungen auf eine PVDF-
Membran (Millipore), diein Methanol getrankt ist, mit Transblot Turbo (Bio-Rad, USA) bei
25V konstant fiir 30 Minuten Gbertragen. Die Membranen wurden in 3% Trockenmilch mit
TBST blockiert und tGber Nacht mit dem Primarantikorper inkubiert. Am nachsten Tag

wurde eine Stunde lang bei Raumtemperatur mit sekundaren Antikérpern inkubiert. Als
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Primarantikdrper wurde der Goat-C3-Antikorper (GeneTex, USA) mit SuperBlock Blocking
Buffer (Thermo Fisher Scientific, USA) und Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierten
sekundaren Antikdrpern (Donkey anti-Goat) in 3% Trockenmilch mit TBST verwendet. Die
Membranen wurden nach der Inkubation mit Primar- und Sekundarantikdrpern dreimal fir
10 Minuten in TBS-Tween 0,05% gewaschen. Die Detektion wurde mit SuperSignal West
Pico Plus Chemilumineszenz-Substrat (Thermo Fisher Scientific, USA) durchgefiihrt und mit
dem Amersham Imager 600 (GE Healthcare, USA) analysiert. Fiir die Housekeeping-Analyse
des Gewebes wurde der Maus 3-Actin (Sigma Aldrich, USA) und HRP-konjugierte Donkey
anti-Mouse Antikorper (Jackson ImmunoResearch Laboratories, USA) verwendet. Plasma-
Proben wurden gegen Albumin normalisiert, daher wurde die Membran mit 0,2% Ponceau
S-Losung (Thermo Fisher Scientific, USA) gefarbt und mit dem Imager analysiert. Da es kein
geeignetes Housekeeping-Protein in Urinproben gibt, wurde die Urinmenge jeder Bahn

durch Normalisierung auf 0,3ug Kreatinin fiir jede Probe angepasst.

3.10 Bestimmung der Glomeruldren Filtrationsrate (GFR)

Die transkutane Messung der glomerularen Filtrationsrate (GFR) erfolgte an wachen Mausen unter
Verwendung eines miniaturisierten Gerats mit internem Speicher. Dieses ermoéglicht die Erfassung
der Eliminationskinetik des fluoreszierenden Nierenmarkers FITC-Sinistrin. Die Messprozedur
beginnt mit einer einminitigen Aufnahme des Hintergrundsignals, bevor FITC-Sinistrin durch
retrobulbdre Injektion verabreicht wird. Wahrend die Maduse wach sind und freien Zugang zu Futter
und Wasser haben, dauert die Messung insgesamt eine Stunde. Die Berechnung der GFR erfolgt
abschlieRend durch Auswertung der Plasma-Clearance von FITC-Sinistrin mithilfe der "MPD lab"-

Software (Schreiber et al., 2012).

3.11 Leukozytenisolation fur die FACS-Analyse

Fir die Leukozytenisolation wurde wahrend der Organentnahme am letzten Tag des Versuches
Nierengewebe mit einem Skalpell zerkleinert und in C-Tubes mit einer Digestionslésung, bestehend
aus RPMI 1640 mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% HEPES, inkubiert. Danach wurde das
Nierengewebe mit Collagenase D und DNAse fir 45 Minuten in einem Wasserbad bei 37°C
inkubiert.

AnschlieBend wurde das Erstellen der Einzelzellsuspension durch Verwendung eines Gentle-MACS

ermoglicht. Nach der Verwendung des Gentle-MACS wurden die Proben bei 300g fiir 8 Minuten bei
11



23°C zentrifugiert. Die Uberstehende Flissigkeit wurde verworfen. Das verbleibende Pellet wurde
in 10ml MACS-Puffer resuspendiert und auf ein 70um? Sieb Uberfihrt.

Danach wurde den Proben bei Raumtemperatur 7ml einer 37-prozentigen Percoll-Lésung
zugesetzt. Nach einer weiteren Zentrifugation unter 500g und 23°C fir 15 Minuten und das
Verwerfen des Uberstandes wurden 10ml MACS-Puffer zu jeder Probe hinzugefiigt. Weiterhin
wurden die Proben nach diesem Schritt erneut zentrifugiert (300g, 8min, 4°C) und der resultierende
Uberstand wurde verworfen. Dann wurde fiir die Erythrozyten-Lyse 1 ml eines Erythrozyten-Lyse-
Puffers auf die Proben gegeben. Diese Reaktion wurde nach 5-7 Minuten durch Zugabe von 14 ml
MACS-Puffer gestoppt. Ein weiterer Waschschritt (Zentrifugieren und Verwerfen des Uberstandes)
wurde durchgefiihrt. Das verbleibende Pellet wurde in 10ml MACS resuspendiert und auf ein 40
um? Sieb tberfihrt. SchlieRlich erfolgte ein letzter Waschschritt, sodass nur ein Pellet zuriickbleibt.
Dieses Pellet wurde dann auf eine Platte mit 96 Wells tiberfihrt und bei 360g und 4°C fiir 2 Minuten
zentrifugiert. Um spezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden 10ul murines Serum
zugegeben, welches fir 15 Minuten bei 4°C inkubiert wurde. Fir die FACS-Analyse wurden
Fluorchrom-konjugierte Antikdrper verwendet. Zur Zellzahlung wurden CD45 (30-F11) Antikdrper
und Zahlperlen verwendet. Die Messung wurde mit einem Becton & Dickinson LSRII System und der
dazugehorigen DIVA Software durchgefiihrt. Die Datenanalyse erfolgte mit der FlowJo-Software

(Tree Star, USA).

3.12 Statistische Auswertung

Flr die statistische Analyse wurde GraphPad Prism 8.3.0 verwendet. Um eine Normalverteilung der
Werte zu testen, wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test verwendet. Bei Vorhanden einer
Normalverteilung wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Nachverfolgungsanalyse
mittels Turkeys multiplen Vergleichstest mit einer einheitlichen Varianz durchgefiihrt. Bei nicht
normalverteilten Daten wurde der Kruskal-Wallis mit einem Dunns multiplen Vergleichstest
durchgefihrt. Fir den Vergleich von zwei Parametern wurde ein unpaariger t-Test bei
Vorhandensein von Normalverteilung und der Mann Whitney Test fir nicht normalverteilte Daten
verwendet. Uberlebensprozentwerte wurden nach Kaplan Meier berechnet und Uberlebenskurven
mittels des Log-Rank-Tests verglichen. Unterschiede wurden bei * p<0,05, **p < 0,01, *** p <0,001

und **** p<0,0001 als statistisch signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 C3-siRNA Inhibition im Ang lI-Modell

4.1.1 Inhibition

Die Behandlung mit GalNAc-konjugierter C3-siRNA fiihrte durchschnittlich zu einer Reduktion der
hepatischen C3-Expression um 95,58% (Abb. 3A).

Um das weitere AusmalR der hepatischen Inhibition zu erfassen, wurde zudem die
Plasmakonzentration von C3 liber einen Western Blot in einer Subgruppe des Versuches bestimmt
(Abb. 3B). Diese zeigte eine durchschnittliche Erniedrigung auf 21,49 ug/ml + 1,41 in der C3-siRNA
Gruppe und 157,50 pg/ml 16,73 in der Kontroll-siRNA Gruppe.
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Abbildung 3: Genetische Expression und Plasmakonzentration von C3.

In den folgenden Abbildungen werden normotensive Kontrollen mit offenen Kreisen dargestellt. Hypertensive
Versuchsgruppen, welche eine Ang ll-Infusion erhalten haben, werden mit schwarz-gefillten Kreisen dargestellt.

A: Die hepatische Expression von C3 wurde durch die C3-siRNA um 95,58% gesenkt (** = p<0,01).

B: Die Western Blot-Analyse in einer Subgruppe der C3-siRNA-Gruppe ergab eine verminderte Plasmakonzentration von
c3.

4.1.2 Auswirkungen der Ang Il Infusion

Wie im Methodenteil beschrieben (3.2.1) sezernieren die implantierten osmotischen Pumpen in
den Versuchsgruppen das Peptidhormon Angiotensin 1l, das eine bedeutende Rolle in der
Regulation des Blutdrucks spielt. Durch eine Angiotensin |l induzierte Stimulierung der
Vasokonstriktion und einer Sekretion von Aldosteron wird der Blutdruck physiologisch erhoht.

Der systolische Blutdruck wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten gemessen: Tag 0 (Basal), Tag 6
und Tag 12. Die renale Expression von Renin wurde erfasst, um indirekt das AusmalR des Ang Il

induzierten Hypertonus zu messen. Wahrend die Ang |l Infusion eine signifikante Steigerung des
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Blutdrucks zeigte, erwiesen sich in den Blutdruckmessungen am Tag 6 und Tag 12 keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll-siRNA und der C3-siRNA Gruppe (Abb. 4A). Die
renale Renin-Expression zeigte in beiden hypertensiven Versuchsgruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe erniedrigte Werte, welches auf die erfolgreiche Anwendung des Modells hinweist,

da Angiotensin Il physiologisch die Renin-Expression hemmt (Abb. 4B).
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Abbildung 4: Progression des Blutdrucks.

A: Die Hypertonusgruppen zeigen alle dhnlich progressive Werte im systolischen Blutdruck. Es ist kein signifikanter
Unterschied unter den Ang Il infundierten Gruppen zu sehen (## =p<0,01 zwischen Kontrollen und Kontroll-siRNA; **=
p<0,01 zwischen Kontrollen und C3-siRNA).

B: Die Bestimmung der Reninwerte zeigt, dass die hypertensiven Gruppen eine Verminderung von Renin haben. Dies
bestatigt die Wirkung des Ang II-Modells (** = p<0,01).

Uber den 14-tigigen Verlauf des Versuches wurden Mortalititsraten in beiden hypertensiven
Gruppen notiert. Es zeigte sich eine durchschnittliche Mortalitatsrate von 45,45 % in der Kontroll-
siRNA Gruppe und 18,18 % in der C3-siRNA Gruppe. Dieses Ergebnis ist jedoch nur bedingt zu
interpretieren, da sich am ehesten bei geringer n-Zahl beider hypertensiven Versuchsgruppen keine

statistische Signifikanz errechnet hat (Abb. 5A).
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Abbildung 5: 14-tiigige Uberlebensrate im Ang Il-Versuch.
A: Zwar zeigt sich die Kontroll-siRNA Gruppe mit einer Mortalitdt von 45,45 % betroffenerals die C3-siRNA mit 18,18 %,
jedoch unterscheiden sich diese Werte statistisch nicht signifikant.

4.1.3 Renaler Schaden

Der renale Schaden wird Uber die Erfassung der Nierengewichte, der Histologie, der Albuminurie,
der GFR und der Serumkonzentration von Harnstoff-N im Plasma und der genetisch-renalen
Expression von etablierten Markern renaler Schadigung (NGAL, CCL2, PAI-1) beurteilt.

Das Nierengewicht wurde jeweils durch das Korpergewicht oder der Tibialdnge dividiert. Dies
zeigte, dass die Werte in Relation zum Korpergewicht und zur Tibialdnge in den hypertensiven
Gruppen (C3-siRNA und Kontroll-siRNA) im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht waren, jedoch

untereinander keine signifikanten Unterschiede zu erkennen waren (Abb. 6A-B).
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Abbildung 6: Relativiertes Nierengewicht.

A: Die NierengroRe wurde bei der Organentnahme gewogen und in Relation zum Korpergewicht gesetzt. Es liegt kein
bemerkbarer Unterschied innerhalb der Vergleichsgruppen beziglich relativem Nierengewicht vor (**= p<0,01).

B: Die Tibialange wurde bei der Organentnahme ebenfalls ausgemessen. Hier zeigen sich keine Unterschiede in den
Relationen zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen (* = p<0,05; ** = p<0,01).

Eine histologische Analyse der PAS-gefarbten Nieren zeigt dhnliche AusmaRe an hypertensiven
Schaden in den jeweiligen Histologien beider Gruppen. Nach einem semiquantitativen Scoring der
glomerularen Schaden, der glomeruldaren GroRe und der tubulointerstitiellen Schaden zeigten
beide hypertensiven Gruppen im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe erhéhte Werte,

jedoch keine signifikanten Unterschiede untereinander (Abb. 7A-C).
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Abbildung 7: Histologische Auswertung.

A-C: Glomerularer Schaden, glomeruldare GréRe und tubulointerstitieller Schaden. Die histologische Auswertung der
Nieren zeigte bei beiden Hypertonusgruppen dhnliche Veranderungen (* = p<0,05; ** = p<0,01).

D-F: PAS-Farbungder Nieren zeigte in beiden Hypertonusgruppen hypertensive Schadenim Vergleich zur normotensiven
Kontrollgruppe, jedoch keinen Unterschied zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen.

Die Albuminurie wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten des Versuches erfasst: Tag 3, Tag 7 und

Tag 13 und Uber die Konzentrationsbestimmung von Albumin und Kreatinin im Urin erfasst.
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Die Ang ll-Infusion induzierte eine schwere Albuminurie in beiden betroffenen hypertensiven
Gruppen. Dabei zeigte sich initial am Tag 3 eine statistisch signifikante mildere Auspragung der
Albuminurie in der C3-siRNA Gruppe im Vergleich zu der Kontroll-siRNA Gruppe (p<0,05) (Abb. 8A).
Im weiteren Verlauf ist zu erkennen, dass am Tag 7 die Tendenz zur milderen Albuminurie noch
besteht, jedoch statistisch nicht nachzuweisen ist. Am Tag 13 ist kein relevanter Unterschied in der

Auspragung der Albuminurie mehr zu beobachten (Abb. 8B-C).
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Abbildung 8: Albuminurie im Verlauf des Versuches.

A: Die Albuminurie wurde mithilfe des UACR ausgewertet und zeigte am Tag 3 eine signifikant reduzierte Albouminurie in
der C3-siRNA behandelten Gruppe (* = p<0,05).

B: Die initiale Reduktion der Albuminurie in der C3-siRNA Gruppe ist am Tag 7 statistisch nicht mehr nachzuweisen.

C: Es zeigt sich am Tag 13 kein Unterschied in der Auspragung der Albuminurie zwischen den beiden hypertensiven

Gruppen.

Am 11. Tag des Versuchs wurde die GFR gemessen und beurteilt. Die GFR lag in der Kontroll-siRNA
Gruppe durchschnittlich bei 0,74 0,07 ml/min/100gKG und in der C3-siRNA Gruppe bei 0,79 + 10,1
ml/min/100gKG, sodass kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
hypertensiven Versuchsgruppen beziiglich der Nierenfunktion ermittelt wurde (Abb. 9A).

Ahnlicherweise zeigten Plasmakonzentrationen von Cholesterin und Harnstoff-N, dass diese

weitestgehend unbeeinflusst von einer C3-siRNA Injektion waren (Abb. 9B-C).
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Abbildung 9: Nierenfunktion und Plasmakonzentrationen.

A: Die Ang ll-Infusion induzierte eine Senkung der GFR in den hypertensiven Versuchsgruppen. Es zeigte sich jedoch
untereinander kein Unterschied (* = p<0,05).

B-C: Die Plasmawerte von Cholesterin und Harnstoff-N zeigen keine signifikanten Unterschiede.

Fir die weitere Erfassung renaler Schaden wurden die mRNA-Expressionen von NGAL (neutrophil
gelatinase-associated lipocalin), CCL2 (chemokine ligand 2) und PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1) gemessen (Abb. 10A-C).

Die Bestimmung von NGAL ist in der klinischen Anwendung von entscheidender Bedeutung, da es
als friher Biomarker fiir Nierenschdaden Informationen tber eine mogliche akute Niereninsuffizienz
liefert (Bianca et al., 2015). Daher wurde zwecks Bestimmung der hypertensiven Nierenschaden in
diesem Modell der Biomarker NGAL bestimmt. Die renale Expression von NGAL zeigte eine leichte
Elevation in beiden hypertensiven Gruppen (Abb. 10A). Zwar zeigte die C3-siRNA Gruppe mit einer
83,00 £ 31,76-fach erhdhter Expression im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe mit einer 24,98 +
9,6-fach erhdhten Expression eine leicht erhohte Tendenz, jedoch war diese statistisch nicht
signifikant.

Die Bestimmung des Markers CCL2 dient zur Erfassung von Entziindungsreaktionen, da CCL2
besonders im hypertensiven Rahmen die Leukozyteninfiltration in der Niere fordert (Alsheikh et al.,
2020), wahrend die Defizienz von CCL2 als renal protektiv angenommen wird (Kashyap et al., 2018).
Die renale CCL2-Expression war bei beiden hypertensiven Gruppen in diesem Versuch
gleichermalen erhoht (Abb. 10B).

Das Enzym PAI-1 ist fiir die regulatorische Funktion in der Blutgerinnung (ber die Hemmung vom
,Tissue Plasminogen Activor (tPA)“ und ,Urokinase Plasminogen Activator (uPA)“ bekannt.
Abgesehen von den proteolytischen Eigenschaften ist PAI-1 ebenfalls mit der Entstehung einer
Nierenfibrose , Glomerulonephritis und generell Nephropathien assoziiert, weshalb der Marker in

diesem Versuch ebenfalls bestimmt wurde (Matgorzewicz, Skrzypczak-Jankun & Jankun, 2013;
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Jeong etal., 2016). Die renale PAI-1 Expression zeigte dhnlich zu der NGAL-Expression eine deutliche
Erhohung in der C3-siRNA Gruppe (Abb. 10C) gegeniiber der normotensiven Kontrollgruppen,

jedoch keinen statistischen Unterschied gegeniber der hypertensiven Kontroll-siRNA Gruppe.
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Abbildung 10: Expression von Markern renaler Schéidigung
A-C: Es zeigte sich eine signifikant erhohte Steigerung von NGAL und PAI-1 gegeniiber den Kontrollen, jedoch keine

Signifikanz gegeniber der Kontroll-siRNA Gruppe (* = p<0,05; ** = p<0,01).

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse beziglich renaler hypertensiver Schaden, dass eine C3-
SiRNA Inhibition zu einer milderen Albuminurie in den Anfangsstadien des Hypertonus fiihrt. Dieser
Effekt verschwindet jedoch im weiteren zeitlichen Verlauf des Versuchs. Weiterhin zeigten
histologische, Expressions- und laborchemische Daten keinen zuséatzlichen Effekt einer C3-

Inhibition mittels siRNA.

4.1.4 Kardialer Schaden

Um den kardialen Aspekt der hypertensiven Endorganschiden zu erfassen, wurde das relative
Herzgewicht (Abb. 11A-B) und die kardiale Expression des Atrialem Natriuretischem Peptids (ANP)
und des B-natriuretischem Peptids (BNP) erfasst (Abb. 12A-B).

Es zeigte sich in beiden hypertensiven Vergleichsgruppen bei signifikanter Erhéhung des
Quotienten gegeniiber den Kontrollen kein Unterschied in den relativierten Herzgewichten

bezogen auf das Korpergewicht und auf die Tibialange (Abb 11A-B).
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Abbildung 11: Relativierte Herzgewichte.
A-B: Das Herzgewicht wurde nach der Organentnahme erfasst und es wurde mithilfe des Kérpergewichts und mit der
Tibialdnge relativiert. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den hypertensiven Gruppen (* = p<0,05; ** = p<0,01).

ANP und BNP sind etablierte kardiale Marker, um den Grad der kardialen Schadigung zu beurteilen.
Die Abbildung 12 zeigt die kardiale Expression von ANP und BNP. Hier zeigten beide hypertensiven
Gruppen im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe erhdéhte Werte, jedoch keine

wesentlichen Unterschiede untereinander.
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Abbildung 12: Kardialer Schaden anhand Expression von ANP und BNP.
A-B: Die kardiale Expression zeigte sich fir ANP und BNP in beiden hypertensiven Gruppen dhnlich gegeniber den
Kontrollen erhdht (* = p<0,05).

Zusammenfassend wurde hinsichtlich der kardialen Endorganschaden kein mafigeblicher Einfluss
einer C3-siRNA Inhibition anhand des Gewichts und der genetischen Expression der Marker ANP
und BNP erfasst.
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4.1.5 Ausmal’ der Inflammation

Um den Effekt einer Komplementinhibition auf Inflammation zu messen, wurden renale Leukozyten
nach Organentnahme isoliert (siehe 2.11) und mittels einer FACS-Analyse untersucht. Dabei
wurden fir myeloide Zellen die Anzahl von polymorphkernigen Neutrophilen (PMN), dendritischen
Zellen (CD11b*, CD11c*) und Makrophagen (CD11b*, CD11c") untersucht (Abb. 13 A-C), wahrend
reprasentativ fir lymphatische Zellen CD3*, CD4* und CD8* Zellen, Foxp3* Tregs, y&T-Zellen und
Th17 Zellen quantifiziert wurden (Abb. 14A-F).

Dabei zeigte sich die Zellzahl der Makrophagen, PMN und dendritischen Zellen weitestgehend

unbeeinflusst von einer C3-siRNA Injektion (Abb. A-C).
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Abbildung 13: FACS-Analyse myeloider Zellen.
A-C:Der relative Anteil von Zellen des angeborenen Immunsystems, polymorphkernige Neutrophilen, dendritische Zellen
und Makrophagen wurden mittels FACS-Analyse bestimmt. Es stellte sich kein Unterschied beziiglich der Zellzahl der

jeweiligen Populationen zwischen den drei Versuchsgruppen dar.

Eine leichte Tendenz zur erhéhten Foxp3* Tregs-Anzahl lasst sich in der C3-siRNA Gruppe (0,39 +
0,28%) im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe (0,24 + 0,12%) sehen (Abb. 14D). Allerdings ist diese
Tendenz nicht statistisch signifikant. Die statistische Auswertung der hier analysierten Lymphozyten
zeigte zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen ahnliche Zellzahlungen in den beiden

hypertensiven Gruppen (Abb. 14A-F).
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Abbildung 14: FACS-Analyse lymphatischer Zellen.
A-F: Quantifizierung des relativen Anteils von Zellen des adaptiven Immunsystems: CD3*, CD4* und CD8* - Zellen, FoxP3*
Tregs, y6T-Zellen und Th17- Zellen.
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Insgesamt zeigten sich wenig Zeichen einer Inflammation bei Zellzahlungen von renalen myeloiden

und lymphatischen Zellen, welche lberwiegend unbeeinflusst von einer C3-siRNA Gabe blieben.
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4.2 C3-siRNA Inhibition im DOCA-Salz Modell

4.2.1 Inhibition

In dhnlicher Art zu den Ang Il-Versuchen hatte die Injektion von C3-siRNA im DOCA-Salz Versuch zu
einer Reduktion der hepatischen C3-Expression von 95% gefiihrt (Abb. 15A). Darilber hinaus
erfolgte in einer Subgruppe eine Konzentrationsbestimmung von C3 im Plasma mittels ELISA (iber
das Labor von Alnylam Pharmaceuticals Inc. aus Boston. Diese zeigte mit 120,00 + 22,00 pg/ml eine
zu erwartende Erniedrigung in der C3-siRNA Gruppe im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppen mit
einer C3-Plasmakonzentration von 1671,00 + 95,12 pug/ml (Abb. 15B). Somit hatte die hepatische

Inhibition von C3-siRNA ebenfalls die Plasmakonzentration gesenkt.
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Abbildung 15: Expression und Plasmakonzentration von C3.

In den folgenden Abbildungen werden normotensive Kontrollen mit offenen Kreisen dargestellt. Hypertensive
Versuchsgruppen, welche eine DOCA-Pellet Implantation erhalten haben, werden mit schwarz-gefillten Kreisen
dargestellt.

A: Hepatische Expression von C3 wurde durch C3-siRNA Gabe um 94,74% gesenkt (*** = p<0,001; **** = p<0,0001).

B: Plasmakonzentrationen von C3 wurde in einer Subgruppe mithilfe eines ELISA gemessen und zeigte eine Reduktion
der Plasmakonzentration von C3 um 89,16% in der C3-siRNA Gruppe.

4.2.2 Auswirkungen des DOCA-Pellets

Der systolische Blutdruck wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten gemessen: Basal (Woche 0),
Woche 3 und Woche 5. Beide hypertensiven Gruppen zeigten Uber die Versuchsdauer einen
gleichmaRigen Anstieg des systolischen Blutdrucks (Abb. 16A).

Die Bestimmung der renalen Renin-Expression verifiziert eine erfolgreiche Anwendung des DOCA-
Salz Modells, da Aldosteron zu einer Reduktion der Reninexpression fihrt (Abb. 16B). In diesem
Sinne konnte eine verminderte Expression von Renin in beiden hypertensiven Gruppen festgestellt

werden.
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Abbildung 16: Progression des Blutdrucks.

A:Blutdruckprogression {iber die sechs Wochen (Die Y-Achse wurde fiir die Ubersicht im unteren mmHg Bereich verkiirzt).
Es zeigte sich eine tendenzielle niedrige Kurve fur die C3-siRNA Gruppe, welche jedoch nicht signifikant ist (# = p<0,05
zwischen Kontrollen und Kontroll-siRNA).

B: Renale Renin Expression war in allen beiden hypertensiven Gruppen reduziert (* = p<0,05).

Die Uberlebensrate ist in der Abbildung 17 als Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Die Mortalitit
innerhalb der C3-siRNA Gruppe zeigt eine deutliche Zunahme im Zeitraum von Tag 10 bis Tag 24
(8/13 Mause versterben in diesem Zeitraum), sodass die Mortalitatsrate auf 67,15% steigt. Im
Vergleich dazu betrdgt die Mortalitatsrate in der Kontroll-siRNA Gruppe 25%. Dieser Effekt ist
numerisch zwar auffallig, lasst sich statistisch jedoch nicht als signifikant ermitteln, sodass keine

konkrete Aussage beziglich einer erhéhten Mortalitdt in der C3-siRNA Gruppe zu treffen ist.
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Abbildung 17: Uberlebensrate im DOCA-Salz Versuch
A: Uberlebensrate {iber 6 Wochen in einer Kaplan-Meier Kurve dargestellt. Es zeigte sich eine numerisch erhéhte
Mortalitdt in der C3-siRNA Gruppe, welche jedoch nicht signifikant ist.
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4.2.3 Renale Schaden

Der renale Schaden wurde durch die Erfassung der relativen Gewichte, der Histologie, der
Albuminurie, der Ermittlung der GFR und der Plasmakonzentrationsbestimmung von Harnstoff-N
und Cholesterin und der Quantifizierung der Expression von Markern fir renale Schadigung
beurteilt.

Das relative Nierengewicht wurde wie bereits oben beschrieben mit Hilfe eines Quotienten mit
jeweils des Korpergewichts oder der Tibialange ermittelt. Es zeigte sich bei generell erhohten
Werten des Nierengewichts kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll-siRNA und C3-

siRNA Gruppe beziiglich Hypertrophie der Niere (Abbildung 18A-B).

A Nieren- / B Nierengewicht /
, Korpergewicht Tibilange
2 E * 3k kK
E ok ok S 30—
g E
S by * %k % %k
izo_ 3k %k %k %k :g 1
g e g 207 ege o _,
S . = % e
< eogle ecee| .
£ 10 . . S o
§ % 10'0—0-8
g |8oce S
S o
5 2
E 0 T T T z O T T T
BN N \y X \af \o
& F R
¢ & @ e 7
N ¥

Abbildung 18: Relativiertes Nierengewicht.

A: Die NierengroRe wurde bei der Organentnahme gewogen und in Relation zum Korpergewicht gesetzt. Es liegt kein
bemerkbarer Unterschied innerhalb der hypertensiven Vergleichsgruppen bezliglich relativem Nierengewicht vor (****
= p<0,0001).

B: Die Tibialdange wurde bei der Organentnahme ebenfalls ausgemessen und das Nierengewicht wird fiir die Lange
korrigiert. Hier zeigten sich keine Unterschiede in den Relationen zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen (**** =
p<0,0001).

Um mikrostrukturelle Schaden zu erfassen, wurden Histologien der Niere in PAS-Farbung
angefertigt und anschlieBend hinsichtlich der glomeruldren Schiaden, der glomeruldaren GroRe und
der tubulointerstitiellen Schaden ausgewertet. Diese zeigten dhnlich zu den Ergebnissen des Ang II-
Versuches gleichermaRen schwere Schaden beziiglich glomeruldren Schaden, wadhrend eine
signifikante GroRenzunahme (p<0,01) in der Kontroll-siRNA Gruppe mit einer durchschnittlichen
glomeruldren GréRe von 5028um? + 149 im Vergleich zur C3-siRNA Gruppe mit 4161um? + 220 zu
beobachten ist (Abb. 19B). Ebenfalls war ein tendenziell erhéhter Score fir tubulointerstitielle
Schaden in der Kontroll-siRNA Gruppe zu erahnen, welche sich statistisch jedoch nicht signifikant

darstellen lieRen (Abb. 19C).
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Abbildung 19: Histologische Auswertung.

A: Die histologische Auswertung der glomeruldren Schaden zeigte beibeiden hypertensiven Versuchsgruppen ahnliche

hypertensive Veranderungen (** = p < 0,01).

B: In der Kontroll-sIRNA Gruppe zeigte sich sowohl eine signifikante erhéhte Zunahme der glomerularen Grofe als auch

ein erhohter Score fir die tubulointerstitiellen Schaden im Vergleich zur C3-siRNA Gruppe (** = p < 0,01).

D-E: PAS-Farbung der Nieren zeigte einen leicht erhohten Schaden in den DOCA-Gruppen.

Durch die Implantation des DOCA-Pellets kam es in beiden hypertensiven Gruppen zu einem
Anstieg der Albuminurie, wobei zwischen den hypertensiven Gruppen keine signifikanten

Unterschiede festgestellt wurden (Abb. 20).
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Abbildung 20: Albuminurie im Verlauf des Versuches.
A-C: Die Albuminurie wurde mithilfe des UACR ausgewertetund zeigte im Verlauf eine dhnlich steigende Albuminurie in

beiden Gruppen. Zu beachten ist die logarithmische Darstellung der Y-Achse.

In der dritten und in der sechsten Woche wurde die glomerulare Filtrationsrate der Niere gemessen
und beurteilt. Zu sehen ist, dass in der 3. Woche die GFR der Tiere beider hypertensiven
Versuchsgruppen mitten im Verlauf des Versuches deutlich erniedrigt waren. Zum Ende des

Versuches hin waren die Werte zwar weiterhin erniedrigt, jedoch zeigte sich unter persistierendem

DOCA  induziertem Hochdruck  eine tendenzielle  Verbesserung des  GFR-Werts.

Plasmakonzentrationen von Harnstoff-N und Cholesterin zeigten keine signifikanten Unterschiede
(21C-D). Die Harnstoff-N-Plasmawerte der

innerhalb der beiden hypertensiven Gruppen

hypertensiven Versuchsgruppen zeigten sich im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe etwas

erniedrigt.
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Abbildung 21: Verlauf der Nierenfunktion und Plasmakonzentrationen.

A-B: Die GFR zeigte sich in der 3. Woche in beiden hypertensiven Versuchsgruppen im Vergleich zu den normotensiven
Kontrollen erniedrigt. In der 6. Woche zeigte sie sich weiterhin minimal erniedrigt (** = p < 0,01).

B-C: Die Plasmawerte von Cholesterin und Harnstoff-N zeigen sich von der DOCA-Implantation unbeeinflusst.

Die renale Expression von NGAL und PAI-1, Marker von Nierenschadigung (wie bereits in 4.1.3
beschrieben), wurden per rtPCR bestimmt (Abb. 22A, 22C). Beide Werte zeigten sich im Vergleich

der hypertensiven gegenilber der normotensiven Versuchsgruppe erhoht.
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Abbildung 22: Expression von Markern renaler Schédigung.
A-B: Die renale Expressionvon NGALund PAI-1 zeigte Erhéhungenin den DOCA-Gruppen, jedoch waren diese zueinander
nicht signifikant (* = p < 0,05; ** = p < 0,01).

4.2.4 Kardiale Schaden

Relatives Herzgewicht und Expression von ANP und BNP im Herzen wurden fiir die Einschdatzung
der kardialen Schaden ermittelt.

Das relative Herzgewicht war zwar in den hypertensiven Gruppen im Vergleich zur normotensiven

Kontrollgruppe erhoht, hatte sich unter den hypertensiven Gruppen jedoch nicht unterschieden

(Abb. 23A-B).
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Abbildung 23: Relativierte Herzgewichte.

A-B: Das Herzgewicht wurde nach der Organentnahme erfasst und es wurde ein Quotient mit dem Kérpergewicht oder
der Tibialange gebildet. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden hypertensiven Gruppen (* = p
< 0,05;** = p < 0,01).
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Ahnlicherweise zeigte die ANP- und BNP-Expression keine signifikanten Unterschiede zwischen den

hier hypertensiven Gruppen (Abb. 24C-D).

>
W

5 ANP BNP
5 * % S 8-
2 | &
9]
g 604 % ’>5<_ °
3 — | S
o ° %
2 40 . 2
[0} [0]
< T 47 °
< <
] ]
2 ° x e
o 204 °® 0 o °
;(% o9 o0 % 2 o : :
g e | g [Fe
ol —o——— 04— T T
\\Q,(‘ Ny Ny %QQ . Jr ‘ N
© \@\ I © \@ I
« «

Abbildung 24: Kardialer Schaden anhand Expression von ANP und BNP.
A-B: Die kardiale Expression von ANP und BNP zeigte sich in allen hypertensiven Gruppen gleichmaRig erhéht (* = p <
0,05; ** = p < 0,01).

4.2.5 Ausmal der Inflammation

Kongruent zu den Ang IlI-Versuchen wurde der Effekt einer Komplementinhibition auf die
Inflammation mithilfe einer FACS-Analyse renaler Leukozyten bestimmt.

Unter den myeloiden Zellen zeigte sich kein statistischer Unterschied beziglich der Quantifizierung
von Makrophagen (CD11b*, CD11c") und polymorphkernigen Neutrophilen (PMN) (Abb. 25 A-B).
Hingegen konnte eine leichte Verminderung der dendritischen Zellen (CD11b*, CD11c*) in der C3-

siRNA im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe festgestellt werden (Abb. 25C).
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Abbildung 25: FACS-Analyse myeloider Zellen.

A-B: Der relative Anteil von myeloiden Zellen (Makrophagen, PMN, DC) wurden mittels FACS-Analyse bestimmt und
quantifiziert. Es zeigte sich auBer einer Erh6hung kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen hypertensiven
Gruppen fiir Makrophagen und polymorphkernige Neutrophile (** = p < 0,01).

C: Der relative Anteil dendritischer Zellen zeigte sich in der C3-siRNA Gruppe gegeniiber der Kontroll-siRNA Gruppe
signifikant erniedrigt (* = p < 0,05; ** = p<0,01; *** = p < 0,001).

Weiterhin wurden lymphatische Zellen (CD3*, CD4* und CD8* Zellen, Foxp3* Tregs, y&T-Zellen, und
Th17-Zellen) quantifiziert (Abb. 26A-C). Hier zeigten die hypertensiven Versuchsgruppen beziglich
Makrophagen und polymorphkernige Neutrophile ebenfalls dhnliche Tendenzen beziglich einer

Erhohung, jedoch keinen deutlichen Unterschied in der Auspragung.
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Abbildung 26: FACS-Analyse lymphatischer Zellen.
A-F: Relativer Anteil von Zellen des adaptiven Immunsystems: CD3*, CD4* und CD8* - Zellen, Foxp3* Tregs, y&* T-Zellen
und Th17- Zellen. Es zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Quantifizierung der Zellen innerhalb

der beiden hypertensiven Versuchsgruppen (* = p <0,05; ** = p < 0,01).

Zusammenfassend konnte ahnlich zu dem analogen C3-siRNA in Ang |l Versuch (4.1) keine direkte
Implikation der Komplementhemmung auf die Inflammation beobachtet werden, da sowohl

myeloide als auch lymphatische Zellzéhlungen unbeeinflusst sind.
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4.3 C5-siRNA Inhibition im Ang lI-Modell

4.3.1 Inhibition

Parallel zu den bereits prasentierten C3-siRNA in Ang Il-Versuchen erfolgte mit einer weiteren
Versuchsgruppe die Behandlung mit einer GalNAc-konjugierter C5-siRNA, um eine
Komplementinhibierung im umfangreicheren Malie zu evaluieren. Die Anwendung der C5-siRNA
zeigte eine durchschnittliche Reduktion der hepatischen C5-Expression von 89% (Abb. 27A).
Weiterhin wurde in einer Subgruppe die Plasmakonzentration von C5 bestimmt. Hier zeigte sich in
der C5-siRNA Gruppe eine Konzentration von 42,28 pg/ml * 7,20, wahrend die Kontroll-siRNA

Gruppe eine Konzentration von 123,50 pg/ml + 18,35 aufzeigte.
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Abbildung 27: Genetische Expression und Plasmakonzentration von C5.

A: Die hepatische Expression von C5 wurde durch die C5-siRNA um 89,4% gesenkt (* = p<0,05; ** = p<0,01).

B: Eine Bestimmung der Plasmakonzentration von C5 innerhalb einer Subgruppe zeigte erniedrigte Werte in der C5-siRNA
Gruppe.

4.3.2 Auswirkungen der Ang Il Infusion

Der systolische Blutdruck wurde in diesem Versuch an drei Zeitpunkten gemessen: Tag 0
(Basalblutdruck), Tag 6 und Tag 12. Zudem erfolgte kongruent zu den C3-siRNA Versuchen die
Bestimmung von Renin, um das indirekte AusmaR des Angiotensin ll-induzierten Hypertonus zu
messen.

Zwar zeigte die C5-siRNA Gruppe am Tag 6 einen niedrigeren systolischen Blutdruck, jedoch lasst
diese Beobachtung sich statistisch nicht bestatigen (Abb. 28A). Ein Unterschied in den systolischen
Blutdriicken am Tag 12 wurde nicht beobachtet. Die Bestimmung der renalen Renin-Expression

zeigte, wie zu erwarten ahnlich erniedrigte Werte in beiden hypertensiven Gruppen.
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Abbildung 28: Progression des Blutdrucks.

A: Initial ist ein etwas niedriger systolischer Blutdruck in der C5-siRNA Gruppe zu deuten, welcher sich statistisch jedoch
nicht als signifikant ergibt. Es ist insgesamt kein signifikanter Unterschied unter den hypertensiven Versuchsgruppenim
zeitlichen Verlauf zu sehenist. Zu beachten ist, dass die Y-Achse zur Ubersicht zwischen 100 und 120 gekiirzt ist (# =
p<0,05 zwischen Kontrollen und Kontroll-siRNA; * = p<0,05).

B: Relative Renin-Expressionen zeigen dhnlich erniedrigte Werte in beiden hypertensiven Versuchsgruppen (**=p<0,01).

Im Laufe des Versuches, welcher lber 14 Tage verlief, wurde die Mortalitatsrate notiert und
schlielich in Abb. 29 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass im Durchschnitt eine Mortalitdtsrate von
25,0 % in der C5-siRNA beobachtet wurde, wahrend die Kontroll-siRNA Gruppe eine Mortalitatsrate

von 45,5 % zeigte. Dieser Unterschied zeigte sich statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 29: 14-téiigige Uberlebensrate im Ang I1-Versuch.
A: Mortalitatsraten zeigten eine starkere Auspragungin der Kontroll-siRNA Gruppe, wahrend die C5-siRNA Gruppe mit
einer Mortalitdt von 25,00 % einen statistisch nicht signifikanten milderen Verlauf zeigte.

4.3.3 Renaler Schaden
Der renale Schaden wurde dhnlich den vorherigen Versuchen mit Erfassung der Nierengewichte,
der Histologie, der Albuminurie, der GFR und der Serumkonzentration von Harnstoff-N und

Cholesterin und der genetischen Expression renaler Marker beurteilt.
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Nierengewichte wurden mithilfe des Kdrpergewichts und jeweils der Tibialdnge relativiert (Abb.
30). Es zeigten sich bei genereller Zunahme des relativierten Nierengewichts keine Zeichen fir
Unterschiede einer ausgepradgtere Nierenhypertrophie zwischen der C5-siRNA und der Kontroll-

siRNA Gruppe.
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Abbildung 30: Relativiertes Nierengewicht.

A-B: Korpergewicht und Tibialdnge wurden am letzten Tag des Versuches bei der Organentnahme quantifiziert und
relativieren somit das jeweilige Nierengewicht. Es zeigten sich dhnliche Auspragungen der Nierenhypertrophie zwischen
den beiden hypertensiven Versuchsgruppen (* = p<0,05; ** = p<0,01).

Es erfolgte dariiber hinaus eine histologische Analyse, nachdem renale Proben mit PAS gefarbt
wurden. Diese zeigte ahnliche mikrostrukturelle Ausmalle der hypertensiven Schaden mit wenig
konkreten Unterschieden zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen untereinander fir
glomeruldren Schaden, glomeruldrer GroRe und tubulointerstitiellen Schaden.

Auf mikrostruktureller Ebene war keine Wirkung der Komplementinhibition von C5 im Ang II-Modell

nachzuweisen.
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Abbildung 31: Histologische Auswertung.

A-C: Glomeruldrer Schaden, glomerulare GrofRe und tubulointerstitieller Schaden. Beide hypertensive Versuchsgruppen
zeigten dhnliche hypertensive Schaden in allen drei Kategorien (* = p<0,05; ** = p<0,01).

D-E: PAS-Farbung der Nieren zeigte keine eindeutigen bildmorphologische Unterschiede zwischen den hypertensiven
Versuchsgruppen.

Die Albuminurie wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten des Versuches erfasst: Tag 3, Tag 7 und
Tag 13. An allen Tagen war in den beiden hypertensiven Gruppen eine erhdhte Albuminurie, am
ehesten bedingt durch das Ang II-Modell, zu sehen, welche im Verlauf jedoch weiterhin dhnlich

geblieben ist.
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Eine hepatische C5-siRNA Inhibition im Ang II-Modell zeigte im Gegensatz zu den Ergebnissen aus

den C3-siRNA Versuchen keine relevante Auswirkung auf die Albuminurie.
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Abbildung 32: Albuminurie im Verlauf des Versuches.
A-C: Die Albuminurie wurde mithilfe des UACR ausgewertet und zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen. Zu beachten ist die logarithmische Darstellung der Y-Achse.

Die GFR wurde am 11. Tag des Versuches gemessen und ausgewertet. Zwar zeigte sich eine
Erniedrigung der GFR im Vergleich zur normotensiven Vergleichsgruppe, jedoch zeigten sich keine
relevanten Unterschiede zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen (Abb. 33A)

Ahnlicherweise zeigten sich Plasmakonzentration von Cholesterin und Harnstoff-N von einer

hepatischen C5-siRNA Injektion weitestgehend unbeeinflusst (Abb. 33B-C).
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Abbildung 33: Nierenfunktion und Plasmakonzentrationen.

A: Die Ang lI-Infusion induzierte eine signifikante Senkung der GFR in den hypertensiven Versuchsgruppen. Es zeigte
jedoch untereinander keinen Unterschied zwischen den Gruppen (* = p<0,05).

B-C: Die Plasmawerte von Cholesterin und Harnstoff-N zeigen sich weitestgehend unbeeinflusst.
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Zur Erfassung der renalen Schaden auf genetischer Ebene erfolgte analog zu den vorherigen
Versuchen die Bestimmung der mRNA-Expression von NGAL, CCL2 und PAI-1 mithilfe einer rtPCR
(Abb. 33-A-C).

Die renale Expression von NGAL zeigte zwar eine generelle Erhéhung der Expression durch das
bedingte Hypertonusmodell, jedoch keine wesentlichen Unterschiede zwischen der Kontroll-siRNA
und C5-siRNA Gruppe.

Ebenfalls zeigten sich &hnlich erhéhte Werte fir die Expression von CCL2 bei wenigen
Unterschieden zwischen den beiden hypertensiven Gruppen.

Die PAI-1 Expression in der C5-siRNA war zwar deutlich erhoht, zeigte sich im Vergleich zur Kontroll-
siRNA Gruppe jedoch nicht statistisch signifikant.

Zusammenfassend wurde kein Unterschied in der Expression der Nierenmarker zwischen Kontroll-

SsiRNA und C5-siRNA Gabe erfasst.
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Abbildung 34: Expression von Markern renaler Schédigung.
A-C: Bestimmung der renalen Expression von NGAL, CCL2 und PAI-1 zeigten keine wesentlichen Unterschiede in der
Expression zwischen Kontroll-siRNA und C5-siRNA Gruppe (* = p<0,05; ** = p<0,01).

Zusammenfassend zeigte die Gabe von C5-siRNA zur Inhibition der hepatischen C5-Produktion
keine wesentlichen Einfliisse auf renale Endorganschaden im Ang Il induzierten Hypertonusmodell

in Nierengewicht, Histologie, Albuminurie, GFR, Harnstoff-N- und Cholesterinserumkonzentration

und genetischer Expression.
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4.3.4 Kardialer Schaden

Zur Erfassung der kardialen Endorganschidden wurde das Herzgewicht gewogen und zum
Korpergewicht und der Tibialdnge relativiert (Abb. 35). Zudem erfolgte die Bestimmung der
kardialen Expression von ANP und BNP (Abb. 36).

Es zeigte sich in beiden hypertensiven Vergleichsgruppen bei signifikanter Erhéhung des mit der
KorpergroRe relativierten Herzgewichts gegeniiber den Kontrollen keine relevanten Unterschiede

der Herzhypertrophie zwischen den beiden hypertensiven Gruppen.
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Abbildung 35: Relativiertes Herzgewicht.
A-B: Das Herzgewicht wurde nach der Organentnahme erfasst und es wurde mithilfe des Kérpergewichts und in einer
weiteren Grafik mit der Tibialdnge relativiert. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den hypertensiven Gruppen.

Die Abbildung 36 zeigt die genetische Expression von ANP und BNP. Hier zeigten sich dhnlich zu den
Versuchsreihen mit der C3-siRNA eine Erhohung der Expression in den hypertensiven Gruppen

ohne statistische signifikante Unterschiede zueinander (Abb. 36).
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Abbildung 36: Kardialer Schaden anhand Expression von ANP und BNP.
A-B: Kein statistisch signifikanter Unterschied konnte zwischen den beiden Gruppen fir die ANP und BNP-Expression
beschrieben werden (* = p<0,05).

In Zusammenfassung lasst sich feststellen, dass bei den hypertensiven Gruppen eine vergleichbare
Zunahme der Herzgewichte und eine vergleichbare gesteigerten Expression von ANP und BNP

durch das Versuchsmodell induziert wurde.

4.3.5 AusmaR der Inflammation
Analog zu den vorherigen Versuchen wurden renale myeloide und lymphatische Zellen per FACS-
Analyse quantifiziert. Unter den myeloiden Zellen zeigte sich kein genereller Unterschied zwischen

Kontrollen und hypertensiven Gruppen (Abb. 37).
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Abbildung 37: FACS-Analyse myeloider Zellen.
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A-C: Polymorphkernige Neutrophile, dendritische Zellen und Makrophagen wurden mittels FACS-Analyse quantifiziert. Es
stellte sich kein Unterschied beziglich der Zellzahl der jeweiligen Populationen zwischen den hypertensiven
Versuchsgruppen dar.

Die statistische Auswertung der analysierten Lymphozyten zeigte ebenfalls unter den
hypertensiven Versuchsgruppen dhnliche Zellzahlungen in den beiden hypertensiven Gruppen mit

wenig Unterschieden zur generellen Kontrollgruppe (Abb. 38A).
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Abbildung 38: FACS-Analyse lymphatischer Zellen.
A-F: Quantifizierung des relativen Anteils von Zellen des adaptiven Immunsystems: CD3*, CD4* und CD8* - Zellen, FoxP3*
Tregs, y&* T-Zellen und Th17- Zellen.

Insgesamt zeigte die Gabe von C5-sIRNA im Ang II-Modell keine maRgeblichen Verdanderungen in

der Zellzahlung myeloider und lymphatischer Zellen im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe, sodass
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sich am ehesten herleiten lasst, dass eine hepatische Komplementinhibition {ber C5 im Ang II-

Modell am ehesten wenig Auswirkung auf renale Inflammation hat.

4.4 C5-siRNA Inhibition im DOCA-Salz Modell

4.4.1 Inhibition

Im folgenden Versuch wurde analog zu den vorherigen Experimenten die Injektion von C5-siRNA
im DOCA-Salz Versuch durchgefiihrt. Diese zeigte eine Reduktion der hepatischen C5 Expression
um 78% (Abb. 39A). Eine Bestimmung der C5-Plasmakonzentration innerhalb einer Subgruppe
zeigte eine Reduktion auf 1,48 pug/ml + 0,59, wahrend die C5-Plasmakonzentration in der Kontroll-
SiRNA Gruppe 18,43 pg/ml + 9,19 betrug (Abb. 39B). Somit zeigte sich ein moglicher Einfluss der

hepatischen C5-siRNA auf die Plasmakonzentration von C5.
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Abbildung 39: Genetische Expression und Plasmakonzentration von C5.

A: Die hepatische C5-Expression wurde durch C5-siRNA Gabe signifikant um 78,2 % gesenkt (** = p < 0,01).
B: Die Plasmakonzentrationen von C5 wurde in einer Subgruppe durchgefiihrt und zeigte eine Reduktion der
Plasmakonzentration von C5 auf 1,48 + 0,59 pg/ml in der C5-siRNA Gruppe.

4.4.2 Auswirkungen des DOCA-Pellets

Der systolische Blutdruck wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten gemessen: Basal (Woche 0),
Woche 3 und Woche 5. Beide hypertensiven Gruppen zeigten Uber die Versuchsdauer einen
gleichmaRBigen Anstieg des systolischen Blutdrucks (Abb. 40A). Auffallig war, dass in der C5-siRNA
Gruppe zwischen der dritten und sechsten Woche der systolische Blutdruck nicht mehr ansteigt
und eine leichte Reduktion zu beobachten ist. Dadurch scheint insgesamt ein etwas milderer

Anstieg des systolischen Blutdrucks lber die 6 Wochen in der C5-siRNA gruppe vorhanden zu sein,
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welcher statistisch jedoch nicht nachweisbar war, weshalb die Aussagekraft nur bedingt zu

interpretieren ist.

Die Bestimmung der renalen Renin-Expression verifiziert eine erfolgreiche Anwendung des DOCA-

Salz Modells, da Aldosteron zu einer Reduktion der Reninexpression fiihrte (Abb. 40B).
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Abbildung 40: Progression des Hypertonus.

A: Blutdruckprogression Gber die sechs Wochen zeigte einen tendenziell niedrigeren Blutdruck der C5-siRNA Gruppe,
welche sich statistisch nicht signifikant zeigte. Die y-Achse wurde fiir die Ubersicht im unteren mmHg Bereich verkiirzt
(# = p<0,05 zwischen Kontrollen und Kontroll-siRNA).

B: Renale Renin Expression zeigte eine Reduktion in den beiden hypertensiven Gruppen (* = p<0,05; ** = p<0,01).

Die Uberlebensrate ist in der Abbildung 41A als Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Die Mortalitit
innerhalb der C5-siRNA Gruppe zeigte initial eine erhdohte Mortalitdt im Vergleich zur Kontroll-
SiRNA Gruppe. Diese Beobachtung zeigte sich im weiteren Verlauf jedoch regredient, da sich die
beiden Mortalitdtsraten ab dem 20. Tag mit 27,27 % in der C5-siRNA Gruppe und 25,00% in der

Kontroll-siRNA bis zum Ende des Versuches angegleicht hatten.
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Abbildung 41: Uberlebensrate im DOCA-Salz Versuch
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A: Uberlebensrate iiber 6 Wochen in einer Kaplan-Meier Kurve dargestellt. Es zeigten sich zum Ende des Versuches
dhnliche Mortalitdtsraten zwischen den beiden hypertensiven Gruppen.

4.4.3 Renale Schaden

Analog zu vorherigen Versuchen wurde der renale Schaden anhand relativierten Gewichts, Ausmaf}
mikrostruktureller Schaden in der Histologie, Albuminurie, GFR, Serumkonzentration von
Harnstoff-N und Cholesterin und Expression von renalen Markern erfasst.

Das relative Nierengewicht zeigte in beiden Relationen (K&rpergewicht und Tibialdnge) eine
deutliche Hypertrophie im Vergleich zur Kontrollgruppe, jedoch keinen deutlichen Unterschied

zwischen den beiden hypertensiven Vergleichsgruppen (Abbildung 42A-B).
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Abbildung 42: Relativiertes Nierengewicht.

A-B: Nierengewicht wurde mit Korpergewicht und Tibialdnge relativiert. Bei deutlich erhéhtem relativierten
Nierengewichtin beiden hypertensiven Gruppen zeigte sich kein relevanter Unterschied zwischen der Kontroll-siRNA und
der C5-siRNA Gruppe (**** = p<0,0001).

Zur Erfassung der mikrostrukturellen Schiaden erfolgte die Anfertigungen von Histologien in PAS-
Farbung. Die Auswertung konzentrierte sich auch hier auf den glomeruldaren Schaden, der
glomeruldren GroRe und des tubuloinsterstitiellen Schadens. In allen drei Parametern wiesen die
hypertensiven Gruppen im Vergleich zu den Kontrollen erhohte Werte auf. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der mit Kontroll-siRNA und der mit C5-siRNA behandelten

Gruppe konnte jedoch nicht festgestellt werden.
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Abbildung 43: Histologische Auswertung.

A-C: Die histologische Auswertung der glomeruldren Schaden, GroRen und des tubulointerstitellen Schaden zeigte bei

beiden hypertensiven Versuchsgruppen dhnliche hypertensive Veranderungen (* = p< 0,05; ** = p<0,01; ***=p<

0.001).

D-E: PAS-Farbung der Nieren eine tendenziell erhohte GréRe der Glomeruliin der Kontroll-siRNA Gruppe.

Die Progression der Albuminurie zeigt bei Beginn des Versuches eine zu erwartende starke
Steigerung der Albuminurie in beiden Gruppen. Ab der zweiten Woche zeigte sich der Verlauf in
der C5-siRNA Gruppe im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe jedoch milder, da zwischen Woche 2
und Woche 4 eine statistisch signifikant erniedrigte Albouminurie nachzuweisen war (p<0,01). Dieser
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Effekt der initialen niedrigeren Albuminurie in der C5-siRNA Gruppe lasst sich in der 5. und 6. Woche

zwar noch beobachten, konnte jedoch statistisch nicht mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 44: Albuminurie im Verlauf des Versuches.
A-C: Die Albuminurie wurde liber Errechnen des UACR ausgewertet und zeigte im Verlauf in Woche 2, 3 und 4 eine
signifikante verminderte Alouminurie in der C5-siRNA Gruppe (* = p<0,05; ** = p<0,01).

Im Verlauf des Versuches wurden weiterhin in der dritten und in der sechsten Woche die GFR
gemessen. Ahnlich zu dem C3-siRNA Versuch im DOCA-Salz Modell, ist zu sehen, dass in der dritten
Woche die GFR in beiden hypertensiven Gruppen deutlich erniedrigt ist, wahrend sich diese bis zur
sechsten Woche bei weiterhin erniedrigten Werten etwas verbessert. Einen relevanten
Unterschied zwischen beiden hypertensiven Versuchsgruppen konnte nicht festgestellt werden
(Abb. 45 A-B). Ebenso zeigte sich kein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Gruppen in der

Plasmakonzentration von Harnstoff-N und Cholesterin (Abb. 45C-D).
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Abbildung 45: Verlauf der Nierenfunktion und Plasmakonzentrationen.
A-B: Die GFR zeigte sich in der 3. Woche in beiden hypertensiven Versuchsgruppen im Vergleich zu normotensiven

Kontrollen erniedrigt. In der 6. Woche zeigte sie sich beileichter Besserung weiterhin erniedrigt (* = p < 0,05; ** = p <
0,01).

B-C: Die Plasmawerte von Cholesterin und Harnstoff-N zeigen sich in beiden hypertensiven Gruppen unbeeinflusst.

Letztlich wurde auch in diesem Versuch mittels rtPCR die Expression von den renalen Markern
NGAL, CCL2 und PAI-1 untersucht (Abb. 46A-C). Hier zeigte sich bei generell erhohten Werten fir
die Expression kein deutlicher Unterschied zwischen Kontroll-siRNA und C5-siRNA Gruppe in allen

drei Parametern.
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Abbildung 46: Expression von Markern renaler Schédigung.
A-C: Die renale mRNA-Expression zeigte keine signifikanten Unterschiede fir die drei Marker NGAL, CCL2 und PAI-1(* =
p < 0,05; ** = p <0,01) zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen.

Insgesamt zeigte sich im DOCA-Salz Versuch unter C5-siRNA Gabe eine mildere Auspragung der
glomeruldaren GréRe und eine initial mildere Auspragung der Albuminurie. Diese Ergebnisse dhneln
somit zwar nicht dem analogen Ang |I-Versuch, jedoch den Beobachtungen aus dem C3-siRNA bei

Ang lI-Versuch.

4.4.4 Kardiale Schaden

Die kardialen Schaden wurden (iber die Ermittlung des relativierten Herzgewichts und der kardialen
Expression von ANP und BNP erfasst. Bei den Herzgewichten ist zu beobachten, dass die C5-siRNA
Gruppe tendenziell in beiden Relationen eine erhéhte Neigung zu hoherem Herzgewicht hat (Abb.
47A-B). Diese Beobachtung ist aufgrund der StichprobengréRe nicht als statistisch signifikant zu
bewerten, weshalb kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen

feststellbar ist.
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Abbildung 47: Relativierte Herzgewichte.

A-B: Das Herzgewicht wurde nach der Organentnahme erfasst und es wurde ein Quotient mit dem Koérpergewicht oder
der Tibialdnge zum Relativieren gebildet. Es zeigte sich bei erhohter Tendenz in der C5-siRNA Gruppe kein Unterschied
zwischen den hypertensiven Gruppen (* = p < 0,05).

In dhnlicher Weise zeigte die Bestimmung der kardialen ANP- und BNP-Expression bei leicht
hochregulierter Expression in den hypertensiven Gruppen keine statistisch signifikanten

Unterschiede untereinander (Abb. 48A-B).
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Abbildung 48: Kardialer Schaden anhand Expression von ANP und BNP.
A-B: Die kardiale Expression von ANP und BNP zeigte sich in allen hypertensiven Gruppen gleichmaRig erhoht.

SchlielRlich zeigte sich somit kein maRgeblicher Einfluss einer C5-siRNA Gabe im DOCA-Salz Versuch
auf hypertensive kardiale Organschaden beziiglich des relativierten Herzgewichts und der kardialen

Expression von ANP und BNP.
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4.45 Ausmald der Inflammation

Der Effekt der C5-siRNA Inhibition auf die Inflammation wurde (iber eine FACS-Analyse renaler
Leukozyten ermittelt und quantifiziert. Die Quantifizierung der myeloiden Zellen zeigte keinen
statistischen Unterschied innerhalb Makrophagen (CD11b*, CD11c”) und dendritischen Zellen
(CD11b*, CD11c*) (Abb. 49A, C). Bei der Quantifizierung der polymorphkernigen Neutrophile zeigte
diese, dass die C5-siRNA Gruppe mit einem relativen Anteil von 1,78 % + 0,54 signifikant niedrigere
Zellzahlungen nachwies als die Kontroll-siRNA Gruppe mit 3,68 % * 0,63, was auf eine moglich

milderes Inflammationsgeschehen sprechen kénnte (Abb. 49B).

C Dendritische
A Makrophagen B PMNs Zellen
40
* 60
* 8- — *
I 1 1
530+ * * 5 oo k5 *
E ° ° 1&‘) 67 ° ﬁ 404 I 1
+I-.O [Ie) [T o
204 pa ° 3 o
S $3tv 00 O 41 : o -988- wl °°
o < 3 g o 3, 3"".0. &
o 0 o
<104 : 22138 *e o , & .
W o [ ) °
o%e
0 T T T 0 T T T 0 T T T
S Ny Ny & N N & Ny Ny
© O & N & & ¢
~J¢°° {‘OQ {90

Abbildung 49: FACS-Analyse myeloider Zellen.

A: Es zeigte sich kein eindeutiger Unterschied in der Quantifizierung der Makrophagen (* = p<0,05; ** = p<0,01).

B: Die Zellzahlungen der PMN in der Kontroll-siRNA Gruppe zeigten sich signifikant hoher im Vergleich zur C5-siRNA
behandelten Gruppe (* = p<0,05).

C: Es wurde kein eindeutiger Unterschied in der Zellzahl der renalen dendritischen Zellen beobachtet (* = p<0,05).

Die Quantifizierung der lymphatischen Zellen (CD3*, CD4* und CD8* Zellen, Foxp3* Tregs, y&T-
Zellen, und Th17 Zellen) zeigte bei Foxp3* Tregs und Th17-Zellen dhnlicherweise erhdhte Neigungen
in der Kontroll-siRNA Gruppe, welche jedoch nicht statistisch gestiitzt werden kdnnen. Die weiteren
Auswertungen zeigten wenig bis keine Unterschiede zwischen Kontroll-siRNA und C5-siRNA

Gruppe.
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Abbildung 50: FACS-Analyse lymphatischer Zellen.

A-F: Relativer Anteil von Zellen des adaptiven Immunsystems CD3*, CD4* und CD8* - Zellen, Foxp3* Tregs, y&* T-Zellen
und Th17- Zellen. Hier zeigte sich lediglich eine Tendenz zu erhdhten relativen Zellzdhlungen bei Foxp3+ Tregs und
Th17-Zellen, welche statistisch jedoch nicht signifikant sind. Dariiber hinaus sind keine definitiven Unterschiede

zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen zu ermessen (* = p < 0,05; ** = p < 0,01).

Zusammengefasst zeigte die C5-siRNA Inhibition eine geringe Auswirkung auf inflammatorische
Prozesse im DOCA-Salz Modell, da es unter C5-siRNA Injektion zu einer niedrigen Zellzdhlung von
polymorphnukledren Zellen gekommen ist. Bei uneindeutigen Ergebnissen der anderen myeloiden
Zellen ist diese Beobachtung jedoch nur beschrankt zu verwenden und zu interpretieren. Es zeigte

sich kein relevanter Einfluss einer C5-siRNA Gabe auf lymphoide Zellen.
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5 Diskussion

Der gegenwartige Forschungstand beziglich der Rolle des Komplementsystems im Hypertonus legt
nahe, dass erhohte C3-Plasmaspiegel mit kardiometabolischen Volkskrankheiten wie Diabetes
mellitus und Arteriosklerose assoziiert sind (Hertle, van Greevenbroek & Stehouwer, 2012; Ohsawa
et al., 2010; Garcia-Arguinzonis et al., 2021).

Es besteht auRerdem die Moglichkeit, dass C3-Plasmaspiegel nicht nur mit der Entstehung und den
Auswirkungen einer arteriellen Hypertonie assoziiert sind, sondern auch als pradiktiver Marker fir
diese Erkrankung dienen kdnnten (Harrison, Coffman & Wilcox, 2021; Engstrom et al., 2007b). Die
Arbeitsgruppe um Magen et al. stellt fest, dass erhdhte C3-Plasmaspiegel eher mit
therapieresistentem Bluthochdruck, also Patienten, bei denen die Nutzung von mindestes drei
verschiedenen Antihypertensiva frustrane Ergebnisse zeigten, assoziiert ist. Eine Erhéhung des
Anaphylatoxins C5a wird ebenfalls bei hypertensiven Patienten beobachtet (Zhang et al., 2014a).
Zudem sind erhohte C5-Plasmaspiegel mit vaskuldaren Krankheiten wie Atherosklerose und
Venenthrombosen positiv assoziiert (Martinez-Lopez et al., 2020; Skjeflo et al., 2021). Dariber
hinaus deuten einige Versuche darauf hin, dass die Inhibition der jeweiligen
Komplementrezeptoren oder auch der Komplementfaktoren C3 und C5 potenziellen
therapeutischen Wert besitzen, da in Maus- und Rattenmodellen eine signifikante Verbesserung
der hypertensiven Schaden mithilfe einer Inhibition und eines Komplementknockouts erzielt

werden konnte (Chen et al., 2018; Negishi et al., 2018).

In der aktuellen Arbeit wurde Hypertonus in C57/Bl6 Mausen mithilfe zwei verschiedener Modelle
induziert, um anschlieend mit therapeutischer Intention die jeweilige hepatische C3- oder C5
Expression zu inhibieren. Die beiden Modelle Ang Il und DOCA-Salz sind etablierte Modelle in
unserem Labor mit unterschiedlicher Pathophysiologie (Krebs et al., 2014; Weiss et al., 2016).

Die Anwendung der siRNA stellt einen interventionellen Ansatz dar, um die Funktion eines Proteins
zu untersuchen, ohne eine genverdanderte Knockout-Linie zu verwenden. Dies bietet gegeniber
eines Knockoutversuches diverse methodische und translationale Vorteile. Moglicherweise wird
eine geringere Abweichung der Ergebnisse geboten, da die Intervention gleichzeitig die direkte
klinische Implikation ist, da Patienten in der Klinik nicht bei Geburt, sondern nach Manifestation
des Hypertonus behandelt werden. Zudem ist bekannt, dass niedrige Konzentrationen von
Komplementfaktoren oder eine Komplementfaktordefizienz unglinstige
Schwangerschaftsereignisse und die neuronale Entwicklung maRgeblich beeinflussen, sodass C3-
oder C5-Knockout-Daten auch aus diesem Grund eine geringe Translationalitdit aufgrund

systemischer Komplikationen aufweisen kdnnten (Chow et al., 2009; Gorelik et al., 2018).
52



Der therapeutische Einsatz von siRNA hat sich in den letzten Jahren immer mehr etabliert (Levin,
2019a). So gibt es mittlerweile erste vielversprechende siRNA basierte Medikamente, welche bei
Hypercholesterinamie, Morbus Duchenne, Myasthenia Gravis oder spinalen Muskelatrophien
Anwendung finden kdénnen (Kusner et al., 2019; Levin, 2019b; Ray et al., 2020). Die aktuelle Arbeit
nutzt dementsprechend den methodischen Aspekt der siRNA und evaluiert gleichzeitig das

therapeutische Potenzial einer C3- oder C5-Hemmung in hypertensiven C57blacké Mausen.

Bei der vorliegenden Arbeit wurde die hepatische Genexpression von den Komplementfaktoren C3
und C5 bei hypertensiven Tieren im Ang II-Versuch durchschnittlich um jeweils 95,6% fir C3 und
89,4% fir C5 und im DOCA-Salz Versuch um jeweils 94,6% fiir C3 und 78,2% fir C5 mithilfe der
GalNAc konjugierten siRNA reduziert. Ebenfalls zeigt ein C3 und C5 ELISA bei einer kleinen

Subgruppe der Versuchsmause, dass auch auf Proteinebene die Konzentrationen gesenkt wurden.

Nach der aktuellen Studienlage ist bekannt, dass nicht nur eine erhéhte C3-Plasmakonzentration
im Hypertonus zu beobachten ist, sondern Rattenmodelle wie das SHR-Modell (Spontaneously
Hypertensive Rat) und das SNX-Modell (Subtotal Nephrectomy) ebenfalls eine erhéhte C3-
Expression in glatten Muskelzellen und C3-Ablagerung in der Niere nachweisen konnten (Bao et al.,
2017; Chen et al., 2020b; Fischer et al., 2021). In einem SHR-Modell wurden Entwicklungen und
Folgen eines Hypertonus unter Beriicksichtigung eines hohen Salzkonsums und eines C3-Knockouts
(C3KO) ermittelt (Negishi et al., 2018). Die Untersuchungen an C3KO-Ratten ergab verminderte
Auspragungen der Hypertonie bei einem C3-Mangel, was darauf hinweist, dass eine C3-Defizienz
eine potenzielle blutdrucksenkende Wirkung haben kdnnte. Ebenfalls waren in der C3KO-Gruppe
die Proliferation und Anzahl von mesangialen Zellen, glomeruldare Schaden in der Histologie und die
UACR verringert. Dies deutet auf eine mogliche kausale Assoziation zwischen dem
Komplementfaktor C3 und hypertensiven Nierenschaden hin.

Auffalligerweise war der Blutdruckunterschied zwischen den C3KO und SHR-Gruppen ohne
erhohten Salzkonsum in derselben Studie nicht zu beobachten, was moglicherweise auf eine
hervorstehende Rolle von C3 bei aggravierten Hypertonus-Stadien andeutet. Die bedeutende Rolle
von C3 in fortgeschrittenen Stadien des Hypertonus wird somit durch praklinische als auch
klinischen Studien untermauert, da die bereits erwdhnte Studie von Magen et al. ebenfalls eine
Assoziation der C3-Plasmaspiegel mit therapieresistenten Hypertonuspatienten zeigte.

Ruan et al., 2015 zeigte, dass Knochenmarkstransplantationen von Wildtypmdusen in C3KO-
Mausen den vorher beobachteten, protektiv-vaskularen Effektim DOCA-Salz Modell schwécht. Dies

liege moglicherweise an ein verandertes Verhaltnis zugunsten von M1 Makrophagen zwischen M1
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und M2 Makrophagen. Zudem waren nach der Knochenmarkstransplantation histologisch die
hypertonusbedingten  Fibrosen und GefalBhypertrophien wieder hergestellt. Bei einer
Knochenmarkstransplantation zwischen C3KO Mausen blieb der vaskuldr-protektive Effekt

hingegen jedoch erhalten.

Bei weitestgehend Ubereinstimmenden Daten aus Knockoutversuchen, welche eine protektive
Wirkung als Folge einer C3-Defizienz zeigten, evaluiert die vorliegende Arbeit die protektiven
Effekte bei Blockade des Komplementfaktors C3 mithilfe von hepatischer siRNA. Dabei zeigten sich
unter C3-Inhibition deutlich niedrigere Albuminurie Werte im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe
im Ang I1-Versuch (p<0,05). Ebenso ergaben die histologischen Untersuchungen in den DOCA-Salz-
Versuchen, dass die GroRe der Glomeruli in der C3-siRNA-Gruppe geringer war als in der Kontroll-
SiRNA-Gruppe (p<0.01). Darlber hinaus lieBen sich keine klaren Unterschiede hinsichtlich der
Progression des Hypertonus, der kardialen Endorganschdaden oder der antiinflammatorischen
Effekte feststellen. Folglich kann, abgesehen von einer reduzierten initialen Albuminurie und einer
verminderten glomeruldaren GréRe, keine weitere Wirkung der C3-siRNA erfasst werden. Der
vaskuldre Schaden wurde in dieser Arbeit nicht erfasst, sodass hier keine Aussage hergeleitet

werden kann.

Wahrend die Inhibition des Komplementfaktors C5im Kontext von Hypertonus und hypertensiven
Endorganschdaden bisher noch wenig erforscht wurde und aktuell keine aktuellen Daten einer
konkreten siRNA-Blockade in hypertensiven Mausen vorhanden sind, gibt es vermehrt Daten zur
Anwendung von C5-Inhibitioren in Form von Antikdrpern bei anderen Krankheiten wie
beispielsweise dem atypischen hamolytischen urdmischen Syndrom oder der paroxysmalen
nachtlichen Hamoglobinurie (Rondeau et al., 2020; Fattizzo & Motta, 2023).

Daruber hinaus gibt es bisher mehrere Erkenntnisse beziglich der Inhibition des Rezeptors von C53,
dem C5aR. Einheitlich wird von einem nephroprotektiven Effekt in hypertensiven C5aR-defizienten
Mdusen in Ang Il-Versuchen berichtet, welcher auch mittels pharmakologischer Inhibition in
hypertensiven Wildtyp Mausen reproduziert werden kann. Die Ergebnisse der Studien zeigen
jedoch eine paradoxe Wirkung bezliglich des kardialen Einfluss der C5a/C5aR Achse, da Weiss et al.
einerseits einen aggravierten Schaden in C5aR defizienten Mausen beobachten, wahrend Zhang et
al. gegenteilig ein vermindertes kardiales Remodelling beschreiben. Wieso genau es zu einer
moglichen inversen Beziehung bezlglich renalen und kardialen Schaden in der C5a/C5aR Achse
kommen konnte, ist noch nicht genau geklart (Wenzel et al., 2017). Unabhangig von den renalen
und kardialen Schaden berichten beide Studien jedoch, dass eine C5aR Defizienz keinen direkten

Einfluss auf die Progression des systolischen Blutdrucks habe. Deshalb wird aktuell angenommen,
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dass eine Inhibition des Rezeptors C5aR potenziellen therapeutischen Nutzen fiir Nierenschdden
aufweist, wahrend der Einfluss auf das Herz noch keine eindeutige Datenlage zeigt. Diese C5aR-
Daten konnten analog zum Einfluss von C5 interpretiert werden. Die Rolle des Rezeptors C5aR2 im
Hypertonus ist hingegen bisher ungklart.

Die hepatische C5 Genexpression wurde in dieser Arbeit im Ang II-Versuch mittels GalNAc
konjugierter siRNA durchschnittlich um 89% und im DOCA-Salz Versuch um 78% reduziert. Analog
zu den C3-siRNA bei Ang I-Versuch konnte hier im C5-siRNA bei DOCA-Salz Versuch ebenfalls eine
initiale erniedrigte Albuminurie, sowie eine mildere Ausprdagung der glomeruldaren GroRe erfasst
werden. Diese deutet moglicherweise auf einen protektiven Effekt, einer C5 Blockade, einer
Komplementinhibition hin. Andere renale, kardiale und inflammatorische Parameter haben keine

wesentlichen Unterschiede aufgezeigt.

Dem Mosaik-Modell zufolge spielen mehrere unterschiedliche Risikofaktoren in die Progression des
Hypertonus und die Entstehung der hypertensiven Endorganschdaden. Dabei stehen die Salzzufuhr
und die Inflammation im Zentrum des Modells, da sie unmittelbar alle anderen Risikofaktoren
beeinflussen (Hengel, Benitah & Wenzel, 2022). In der aktuellen Arbeit wurden repradsentativ fir
die Inflammation im Hypertonus in diesem Versuch renale Leukozyten isoliert und per FACS-
Analyse gezahlt.

Die Anzahl von Neutrophilen Granulozyten in Relation zu der Lymphozytenanzahl wird als Marker
fur systemische Inflammation benutzt und zeigt in Patienten ebenfalls eine Korrelation zur
Progression des Hypertonus (Liu et al., 2015). Ebenfalls zeigte eine Studie mit SHR eine signifikante
Assoziation zwischen Aktivitat von neutrophilen Leukozyten und Bluthochdruck (Zhang etal., 2018).
Im DOCA-Salz Versuch dieser Arbeit ist eine erhdhte Anzahl von polymorphnukledren Neutrophile
in der Kontroll-siRNA Gruppe (3,68% * 0,63) gegenlber der C5-siRNA Gruppe (1,78% + 0,54) zu
sehen (p<0,05). Diese Erhdohung wird jedoch nicht im Ang Il-Versuch gespiegelt und daher ist eine
protektive Wirkung durch die C5-siRNA-Gabe nicht sicher herzuleiten.

Ob im Hypertonus die Anzahl an Tregs vermindert oder erhéht ist, wird bisher in der Literatur
unterschiedlich beschrieben (Krebs et al., 2014; Chen et al., 2018; Bode et al., 2024). Barhoumi et
al. zeigte in seiner Arbeit, dass ein Transfer von Tregs in hypertensive Mause teilweise Uber ihre
antiinflammatorischen Eigenschaften zu milderen hypertensiven Endorganschaden fihrt.
Weiterhin konnte man den Einfluss von Komplementfaktorrezeptoren in Tregs spezifizieren.
Offenbar modulieren C3aR und C5aR gemeinsam die Foxp3 Expression in Tregs und beeinflussen
Tregs dadurch mafRgeblich in ihrer immunsupressiven Wirkung in hypertensiven Méausen (Chen et
al., 2018). Ein Doubleknockout beider Rezeptoren bei Mausen in einem Ang-1l Versuch verhinderte

sowohl eine rapide Steigerung des systolischen Blutdrucks durch Angiotensin Il als auch die
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Entstehung von hypertensiven Endorganschdden. Eine Arbeit aus unserem Labor kann die Daten
jedoch nicht reproduzieren (Bode et al., 2024).

Die aktuelle Arbeit zeigte weder im Ang IlI-Versuch noch im DOCA-Salz Versuch nach einer
Hemmung der hepatischen Komplementfaktoren C3 und C5 eine statistisch signifikante Auswirkung
auf die Anzahl an Tregs. Dies spricht jedoch nicht direkt gegen die von Chen et al. beschriebenen
Ergebnisse. Zum einen wurde in der Arbeit von Chen et al. die Rolle der Rezeptoren und nicht die
Rolle von hepatischen Komplementfaktoren beschrieben, zum anderen wird ebenfalls erwahnt,
dass ein singuldrer Knockout von C3aR oder C5aR alleine in Mdusen die hypertensiven Schaden
durch Ang Il nicht abmildern konnte. Dies ist dementsprechend analog zur aktuellen Arbeit zu
sehen, da in der aktuellen Arbeit eine singuldre Inhibition der Komplementfaktoren C3 und C5
keinen maRgeblichen Einfluss auf die hypertensive Progression hatte.

Eine ,,Doppelinhibition” mittels siRNA wurde in dieser Arbeit nicht durchgefihrt, kdnnte jedoch

moglicherweise neue Erkenntnisse bringen und Resultate von Chen et al. unterstiitzen.

Insgesamt wurde in dieser Arbeit durch die hepatische C3 und C5 siRNA-Inhibition bis auf eine
Verminderung der initialen Albuminurie keine weiteren protektiven Effekte einer
Komplementinhibition durch Fehlen verminderter hypertensiven Endorganschaden erfasst.

Dies scheint auf den ersten Blick etwas kontrdr zu den bereits genannten Studien, welche ein
therapeutisches Nutzen aus C3-, C5-, C3aR- oder C5aR-Knockout Versuchen herleiten (Negishi et
al., 2018; Chen et al., 2018; Zhang et al., 2014a; Weiss et al., 2016). Diese Beobachtung hat mehrere
mogliche Erklarungsansatze und Schlussfolgerungen.

Einerseits konnten die beobachteten Ergebnisse aus dieser Arbeit so erklart werden, dass eine
siRNA Inhibition die Expression von C3 und C5 keine suffiziente Inhibition der jeweiligen Proteine
darstellt, um Ergebnisse eines genetischen Knockouts zu reproduzieren. Bei einer Studie mit
Knockout-Mausen betrdgt die Inhibition 100%, was ein Wert ist, welcher nur nicht mit Inhibitoren
zu erreichen ist. In dieser Arbeit zeigten die real-time PCR-Ergebnisse zusammengefasst eine
Inhibition von durchschnittlich 96% fir C3-siRNA und 83% fiir C5-siRNA behandelte Méause. Von
einer kompensierten vermehrten extrahepatischen Expression ist weitestgehend nicht
auszugehen, da die Konzentration der Komplementfaktoren im Plasma bestimmt wurde und diese
ebenfalls, dhnlich zur hepatischen Genexpression, eindriicklich vermindert waren. Ob nun ein
Knockoutversuch mehr translationalen Wert als ein siRNA Versuch hat, ldsst sich nicht genau sagen.
Folglich ist einerseits eine geringe Konzentration von hepatischen Komplementfaktoren
moglicherweise bereits ausreichend, um die hypertensiven Endorganschiaden zu induzieren,

weshalb eine starkere Komplementinhibition protektive Wirkungen aufdecken kdnnte.
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Andererseits kdnnte es sein, dass die hepatische Inhibition von C3 und C5 wenig Wirkung zeigt, falls
extrahepatische Komplementfaktoren die eigentliche Rolle bei der Entstehung und Progression von
Hypertonus einnehmen. Komplementfaktoren, welche von extrahepatischen Zellen wie
Fibroblasten, epitheliale Zellen, Astrozyten oder myoepithiliale Zellen produziert werden, wurden
in dieser Arbeit nicht erfasst (Chen et al., 2020b). Extrahepatisches Komplement wére bei einem
genetischen Knockout ebenfalls herunterreguliert, weshalb ein anderer Effekt zur aktuellen Arbeit
zu beobachten ist, was moglicherweise die Diskrepanz zwischen den Studien erklart. Daher spielen
moglicherweise extrahepatische Komplementfaktoren eine deutlich wichtigere Rolle als hepatische

Komplementfakoren bei der Entstehung von hypertensiven Schaden.

Eine erwdhnenswerte Beobachtung wurde in der aktuellen Arbeit in den DOCA-Salz Versuchen in
der C3-siRNA Gruppe gemacht. In den zusammengefassten DOCA-Salz Versuchen betrug die
Mortalitat innerhalb der C3-siRNA Gruppe 57,1%, sodass sich zum Ende des Versuchs die n-Zahl
innerhalb der C3-siRNA Gruppe sich im Vergleich halbiert hat, wahrend die Mortalitdt in der
Kontroll-siRNA Gruppe 25,0% und in der C5-siRNA 27,3% betrug. Obwohl die erhohte Sterblichkeit
nicht signifikant war, so war der Effekt eindeutig. Aus praktischen Griinden konnten histologische
Auswertungen oder Genexpressionsdaten von verstorbenen Mausen nicht in die Endergebnisse
dieser Arbeit inkludiert, analysiert oder ausgewertet werden. Eine mégliche Konsequenz ist, dass
durch die fehlenden Daten der verstorbenen Mause in der C3 siRNA Gruppe aggravierte
Endorganschiaden moglicherweise maskiert wurden (,Survival of the fittest”). Dies wiirde, kontrar
zu der Literatur, moglicherweise auf eine Aggravierung des Hypertonus durch die hepatische
Inhibition von C3 deuten. Bisher sind zum aktuellen Stand noch keine konkreten Daten beziglich

der Mortalitdt in DOCA-Salz Modellen mit Komplementfaktorinhibition zu finden.

Die hier prasentierten Daten zeigen, dass eine Blockade von C3 und C5 die friihe Albuminurie senkt,
jedoch keinen Effekt auf den systolischen Blutdruck und dessen Endorganschdden hat. Vermehrte
Studien kénnen einen protektiven Effekt eines C3-Knockout Versuchs an anderen Rattenarten oder
in Mausversuchen nicht reproduzieren und keinen eindeutigen Effekt bestatigen.
Komplementfaktoren kdnnten demnach eher eine begleitende Kofaktoren-Rolle anstatt einer aktiv
kausalen Rolle in der Pathophysiologie des Hypertonus sein (Coles et al., 2007; Regal et al., 2018).
Ein weiterer moglicher Erklarungsansatz fiir die Diskrepanz der Beobachtungen zwischen dieser
Arbeit und anderer Studien bezlglich der Korrelation zwischen den Komplementfaktoren und der
Progression des Hypertonus in Mausen ware, dass die aktuellen in vivo Hypertonus Modelle nur
limitiert vergleichbar sind. Beispielsweise wurde die grundlegende Annahme, dass Rag defiziente

Mause keinen Hypertonus entwickeln vor einigen Jahren hinterfragt, da der Versuch mit
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identischen Bedingungen nicht reproduziert werden konnte (Seniuk et al., 2020). Ein moglicher
Hauptgrund fiir die begrenzte Reproduzierbarkeit der Experimente innerhalb einer Mauslinie, wie
im Fall der C57BI/6J, kdnnte darin liegen, dass im Laufe der Zeit einzelne Mutationen den Phinotyp
der Mause abhangig von den spezifischen Laborbedingungen der Versuchstiere verandert haben.
Darlber hinaus gab es bis zum Erstellungszeitpunkt dieser Arbeit keine Studien bezlglich eines C3
oder C5 Knockouts oder hepatischen Komplementfaktoreninhibition in Mausen in einem
Hochdruckmodell, da die meisten Erkenntnisse bisher aus verschiedenen Rattenmodellen wie z.B.
,Dahl salt-sensitive rat” (Dahl/SS Rat), SNX oder SHR entnommen sind.

In der folgenden Arbeit ist die n-Zahl der einzelnen Versuche zum Teil ebenfalls klein, wobei die
Ergebnisse aber eindeutig sind und ebenfalls mit vorlaufigen Versuchsergebnissen bei C3KO
Mausen in denselben Modellen aus unserem Labor (ibereinstimmen. In diesen Versuchen wird eine
dhnliche initial verminderte Albuminurie und eine erhdohte Mortalitdit im DOCA-Salz Modell
beobachtet. Anzumerken ist, dass die erhéhte Mortalitdt nur in Verwendung eines 50mg DOCA-
Pellets beobachtet wurde, wahrend die Nutzung eines 25mg DOCA-Pellet keine vergleichbaren
Mortalitdtsraten aufgewiesen hat (Bode et al., 2023). Auch aus Griinden des Tierschutzes (3R) ist
eine Wiederholung des Versuches zum alleinigen Zweck die n-Zahl zu erhéhen, nicht sinnvoll.

Die Daten dieser Arbeit bestatigen nicht, dass eine Inhibition von C3 oder C5 zu einer wesentlichen
Verbesserung bezliglich kardialer und allgemein renaler Endorganschaden im Hypertonus fiihrt.
Zwar zeigte sich eine initiale verminderte Albuminurie bei C3 Blockade und bei C5 Blockade, jedoch
verschwindet dieser Effekt teilweise im weiteren Verlauf. Aktuell gibt es in der Literatur noch keine
Beschreibung bezliglich eines konkreten Pathomechanismus von Komplementfaktoren bei der
zeitlichen Manifestation einer Albuminurie. Der klinische Nutzen zeigt sich daher auch limitiert, da
eine Komplementinhibition im Sinne einer Therapie bei Albuminurie aufgrund des nur
beschriebenden initialen Effekts etwas fraglich ist.

Bisher gab es, wie bereits erwdhnt, wenig bis kaum Daten zu Komplementinhibitionen von
hepatischem C3 und C5 mit therapeutischem Ansatz, sodass initial dies der logische nachste Schritt
zu Knockout Versuchen gewesen ware, welche eine potenziell protektive Wirkung demonstrieren
konnten. Zudem wurden vaskuldare Schaden in dieser Arbeit nicht analysiert, falls hypertensive
Endorganschiaden des Komplementsystems sich primar in vaskuldre statt kardiale und renale
Endorganschaden duBert.

Es ist nicht direkt auszuschliefen, dass das Komplementsystem eine untergeordnetere Rolle in der
Entstehung von hypertensiven Endorganschaden spielt als urspriinglich angenommen. Gleichzeitig
erfordert diese Schlussfolgerung zukiinftig weitere Studien, um die genauen Hauptfaktoren des

Komplementsystems im Hypertonus zu verifizieren oder zu falsifizieren. Nicht nur die Inhibition der
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Komplementfaktoren an sich, sondern auch die das AusmaR konnte eine wichtige Rolle in der
Entstehung hypertensiver Endorganschaden spielen.

Nichtsdestotrotz waren bisherige Komplement-Knockout Versuche (iberwiegend mit anderen
Modellen oder Ratten durchgefiihrt worden als diese Arbeit genutzt hatte, sodass ein Ang Il- und
ein DOCA-Salz Versuch an C3- und C5-Knockout Mausen die Daten der aktuellen Arbeit genauer
erkldren kdénnte. Darlber hinaus wdre es interessant (ber siRNA sowohl C3 als auch C5 zu
inhibieren, um die Erkenntnisse von Chen et al. aus einem C3aR und C5aR Doppelknockout

weiterhin zu verifizieren und das therapeutische Potenzial weitreichender zu evaluieren.

5.1 Ausblick

Die Daten dieser Arbeit betonen die komplexen Mechanismen im Komplementsystem bei
hypertensiven Endorganschaden. Das Komplementsystem scheint eine Rolle in der Entwicklung im
Hypertonus zu spielen, jedoch scheint der konkrete Einfluss auf kardiale und renale
Endorganschaden unklar.

Ahnlich wie im C3 Knockout fiihrt hepatische C3-Hemmung mit einer C3-siRNA zu einer Senkung
der friihen Albuminurie, aber nicht des Blutdrucks und dessen Endorganschdden. Ebenfalls senkt
eine C5 Blockade die initiale Albuminurie ohne bleibenden Effekt auf den Blutdruck und die

Endorganschaden.
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6 Zusammenfassung

Wie das Komplementsystem genau in der Entstehung und in der Progression des Hypertonus
beteiligt ist, ist bisher nicht genau bekannt. Dies lasst sich unter anderem daran erklaren, dass das
Komplementsystem {ber verschiedenen Komplementfaktoren und Komplementrezeptoren
fungiert, sodass eine Analyse jeder einzelnen Komponente erschwert ist. Die drei Wege der
Komplementaktivierung enden alle mit denselben Zielen: Die Spaltung der Komplementfaktoren
C3 und C5 und der damit einhergehenden Bildung des Membranangriffskomplexes. Um die Rolle
der Komplementfaktoren C3 und C5 bei hypertensiven, renalen und kardialen Endorganschiaden zu
untersuchen, wurde in Wildtyp Mausen in zwei verschiedenen Versuchen Bluthochdruck mit
Angiotensin |l Infusion und Deoxycorticosterone Acetat (DOCA) induziert. Des Weiteren wurden
drei verschiedene Interventionsgruppen in den jeweiligen Gruppen gebildet: Kontroll-siRNA, C3-
SiRNA und C5-siRNA.

Die Inhibition der hepatischen Komplementfaktoren mit siRNA reduzierte die C3-Expression in
beiden Versuchen zusammengefasst um 96% und die C5-Expression um 84%. Eine Inhibition von
C3 mittels siRNA fihrte im Ang II-Modell zu einer initialen Verringerung der Albuminurie im
Vergleich zur unbehandelten Kontroll-siRNA-Gruppe. Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten aus
unseren Versuchen an C3-Knockout Mausen Uberein. Ebenfalls zeigte die Gabe von C5-siRNA im
DOCA-Salz Versuch zu allen gemessenen Zeitpunkten eine Verringerung der Albuminurie.
Insgesamt gibt es bisher wenige Daten, bei denen Komplementfaktoren anstelle von
Komplementrezeptoren gehemmt wurden. Dariliber hinaus besteht die vorhandene Literatur
Uberwiegend aus Studien an Ratten. Daten einer aktiven Komplementinhibition mittels siRNA in
Ang II- und DOCA-Salz-Modellen bei Mdusen wurde bisher nicht publiziert.

Die vorliegende Arbeit ermdglicht mehrere Schlussfolgerungen und er6ffnet neue Fragestellungen.
Einerseits deutet sie darauf hin, dass das Komplementsystem in der Pathogenese des Hypertonus
mafgeblich zum renalen Schaden in Form von Albuminurie beitragt. Andere wesentliche Rollen des
Komplementsystems im Kontext des Hypertonus konnten aus dieser Arbeit jedoch nicht eindeutig
abgeleitet werden. Andererseits kdnnte es sein, dass die Inhibition in den Mausen nicht
ausreichend ausgepragt war, sodass eine verbleibende Restaktivitat genligte, um inflammatorische
Endorganschiaden im Hypertonus zu verursachen. Folgt man dieser Uberlegung weiter, ist es zudem

denkbar, dass eine doppelte Inhibition mittels siRNA einen messbaren Effekt zeigen kdnnte.
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7 Summary

The precise role of the complement system in the development and progression of hypertension is
not yet well understood. This is partly due to the complexity of the complement system, which
operates through various complement factors and receptors, making the analysis of each
component challenging. All three pathways of complement activation converge on the same
endpoints: the cleavage of complement factors C3 and C5, leading to the formation of the
membrane attack complex. To investigate the roles of complement factors C3 and C5 in
hypertensive renal and cardiac end-organ damage, hypertension was induced in wild-type mice
using two different methods: Angiotensin Il infusion and Deoxycorticosterone Acetate (DOCA).
Additionally, three intervention groups were established within each experimental group: control
siRNA, C3 siRNA, and C5 siRNA.

Inhibition of hepatic complement factors with siRNA resulted in a 96% reduction in C3 expression
and an 84% reduction in C5 expression across both experiments. Inthe Ang Il model, C3 inhibition
via siRNA led to an initial decrease in albuminuria compared to the untreated control siRNA group.
These results are consistent with data from our studies on C3 knockout mice. Similarly,
administration of C5 siRNA in the DOCA-salt model showed a reduction in albuminuria at all
measured time points. Overall, there are few data available onthe inhibition of complement factors
as opposed to complement receptors. Moreover, the existing literature predominantly consists of
studies conducted in rats. To date, active complement inhibition using siRNA in Ang Il and DOCA-
salt models in mice has not been reported.

This study allows for several conclusions and raises new questions. On the one hand, it suggests
that the complement system significantly contributes to renal damage in the form of albuminuria
in the pathogenesis of hypertension. However, other significant roles of the complement system in
hypertension were not clearly identified in this work. On the other hand, it is possible that the
inhibition in the mice was not sufficiently pronounced, leaving residual activity that could cause
inflammatory end-organ damage in hypertension. Extending this line of thought, it is conceivable

that a dual inhibition using siRNA might exhibit a measurable effect.
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8 Erklarung des Eigenanteils

Folgende Anteile der vorliegenden Arbeit basieren auf meiner unmittelbaren (Mit-)Arbeit:

e Versuchsdesign, Versuchsplanung und Diskussion der Daten: gemeinsam mit Prof. Dr.

Ulrich Wenzel
e Operative Eingriffe: gemeinsam mit Marlies Bode
e Injektion der siRNA: gemeinsam mit Marlies Bode und Stefan Gatzemeier

e Betreuung der Mause wahrend des Versuches: gemeinsam mit der Versuchstierhaltung

des UKE
e Gewinnung der Urinproben mittels Stoffwechselkdfigen: selbststandig
e Albumin ELISA: selbststandig
e Kreatinin-Assay: selbststandig
e RNA-Isolierung: selbststandig
e Realtime RT-PCR: selbststandig
e Tail-cuff-Blutdruckmessungen: selbststandig

e Herstellung der Leukozyteneinzelzellsuspension fiir die FACS-Analyse: gemeinsam mit

Marlies Bode
e Histologische Aufarbeitung der Nierenproben: gemeinsam mit Stefan Gatzemeier
e Mikroskopische Auswertung der histologischen Schnitte: selbststandig

e Planung und Durchflihrung der statistischen Analyse: gemeinsam mit Prof. Dr. Ulrich

Wenzel

e Erstellen der Abbildungen: selbststandig

Korrekturlesen des Manuskriptes: gemeinsam mit Prof. Dr. Ulrich Wenzel

Die Durchfiihrung nachfolgender Anteile der Arbeit basiert nicht auf meiner unmittelbaren Arbeit.

Jedoch wirkte ich bei deren Auswertung und Interpretation mit:
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FACS-Analyse: Marlies Bode

Bestimmung von Cholesterin und Blut-Harnstoff-N im Plasma per Autoanalyse: Stefan
Gatzemeier, AG Tiegs

Messung der GFR: Marlies Bode

Western-Blot Analyse der Plasmaproben: Stefan Gatzemeier

Komplementfaktoren ELISA: Alnylam Pharmaceuticals Inc.
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Background and Purpose: Complement activation may drive hypertension through
its effects on immunity and tissue integrity.

Experimental Approach: We examined expression of C3, the central protein of the
complement cascade, in hypertension.

Key Results: Increased C3 expression was found in kidney biopsies and micro-
dissected glomeruli of patients with hypertensive nephropathy. Renal single cell RNA
sequence data from normotensive and hypertensive patients confirmed expression
of C3 in different cellular compartments of the kidney. In angiotensin Il (Ang II)
induced hypertension renal C3 expression was up-regulated. C3~/~ mice revealed a
significant lower albuminuria in the early phase of hypertension. However, no differ-
ence was found for blood pressure, renal injury (histology, glomerular filtration rate,
inflammation) and cardiac injury (fibrosis, weight, gene expression) between C3~/~
and wildtype mice after Ang Il infusion. Also, in deoxycorticosterone acetate (DOCA)
salt hypertension, a significantly lower albuminuria was found in the first weeks of
hypertension in C3 deficient mice but no significant difference in renal and cardiac
injury. Down-regulation of C3 by C3 targeting GalNAc (n-acetylgalactosamine) small
interfering RNA (siRNA) conjugate decreased C3 in the liver by 96% and lowered
albuminuria in the early phase but showed no effect on blood pressure and end-
organ damage. Inhibition of complement C5 by siRNA showed no effect on
albuminuria.

Conclusion and Implications: Increased C3 expression is found in the kidneys of
hypertensive mice and men. Genetic and therapeutic knockdown of C3 improved
albuminuria in the early phase of hypertension but did not ameliorate arterial blood

pressure nor renal and cardiac injury.
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1 | INTRODUCTION

Recent data suggest that hypertension and hypertensive end-organ
damage are not only mediated by hemodynamic injury but also by
innate and adaptive immune responses (Drummond et al, 2019;
Hengel et al., 2021; van der Heijden et al., 2022; Wenzel et al., 2016,
2020).

The increasing number of clinical conditions that involve a patho-
logical contribution of the complement system has spurred a regained
interest in therapeutic options to modulate this host defence path-
way. Based on these findings, the pharmaceutical industry has identi-
fied the complement system as potential and promising targets in
various diseases (Wenzel, Kemper, & Kohl, 2021). The complement
system protects the host from a hostile microbial environment and
maintains tissue and cell integrity through the elimination of altered
or dead cells. As an important effector arm of innate immunity, it also
plays a central role in the regulation of adaptive immunity. Thus, com-
plement activation may drive the pathology of hypertension through
its effects on innate and adaptive immune responses. The role of com-
plement and especially of anaphylatoxins in hypertension has been
reviewed recently by us and others (Ruan & Gao, 2019; Wenzel
et al., 2017; Wenzel, Ehmke, & Bode, 2021).

The complement system becomes rapidly activated in a cascade-
like fashion when any of the three complement activation pathways,
the classical, lectin or alternative pathway are triggered by the pres-
ence of pathogens. All three activation pathways culminate in cleav-
age and activation of the core complement components C3 and C5
into C3a and C3b and C5a and C5b, respectively. C3 is mainly pro-
duced by the liver but can also be formed in other organs. However,
the specific regulation and its role in health and disease are still
unclear.

Recent work has demonstrated the critical importance of extrahe-
patic tissue-specific C3 expression in various diseases. C3 in pancre-
atic islets prevents p cell death by regulating autophagy (King
et al, 2019). In lung epithelial cells produced C3 protects against
pneumonia (Sahu et al., 2023). Interestingly, C3 produced in the kid-
ney may protect against adriamycin (doxorubicin) induced nephropa-
thy (Sheerin et al, 2008). Beside these so called non canonical
functions knockout or inhibition of liver derived C3 shuts down
important effects of the complement system like the anaphylatoxins
that recruit cells or the membrane attack complex C5b-9, which can
damage or destroys cells. Elevated levels of serum C3 are associated
with prehypertension in a study with over 7000 individuals, and high
C3 concentrations in plasma are associated with future increases in
blood pressure and the development of hypertension (Bao
et al,, 2017; Engstrém et al., 2007). This is in contrast to disease like
systemic lupus erythematous or postinfectious glomerulonephritis, in
which consumption of C3 is a marker of disease activity.
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What is already known

e Complement may play a role in arterial hypertension.

What does this study adds

s C3 inhibition by genetic knockout or siRNA lowers early
albuminuria in two different models of arterial
hypertension.

What is the clinical significance

e C3 inhibition may be a new therapeutic option to lower

albuminuria in renal disease.

Therefore, we asked whether C3 is produced in the kidney in
hypertension and whether its inhibition is protective or harmful. To
determine the role of C3 in hypertension we first examined gene and
protein expression of C3 in kidney biopsies from hypertensive
patients. Next, we induced angiotensin Il (Ang 1l) and
deoxycorticosterone acetate (DOCA) salt hypertension in wildtype
and C3 deficient mice and examined albuminuria as well as renal and
cardiac injury. Finally, we down-regulated C3 and C5 by a small inter-
fering RNA (siRNA) approach.

Overall, we aimed first to test the hypothesis that C3 is overex-
pressed in the kidney of hypertensive patients and secondly to exam-
ine whether C3 deficiency or inhibition of C3 reduces hypertension
and hypertensive injury in different models of hypertension.

2 | METHODS

2.1 | Kidney biopsies

From the archive of the institute of pathology, section for nephro-
pathology of the University Hospital Hamburg-Eppendorf (UKE)
30 biopsies of patients histopathologically diagnosed with so called
malignant hypertension or stenosing arteriosclerosis were selected.
The renal biopsy specimens were routinely examined by light micros-
copy, immunohistochemistry and electron microscopy. The diagnosis
of malignant nephrosclerosis was defined as renal biopsy-proven vas-
cular chronic changes: onion skin lesions, intimal fibrosis and arteriolar

hyalinosis. Cases with clinical or serological evidence of malignancy,
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from the GenePattern pipeline (http://www.broadinstitute.org/
cancer/software/genepattern/). To identify differentially expressed
genes, the SAM (Significance Analysis of Microarrays) method (Tusher
et al,, 2001) was applied using SAM function in Multiple Experiment
Viewer (TiGR MeV, Version 4.9). A g-value below 5% was considered

BODE ET AL
TABLE 1  Patient characteristics.
Thin basement Malignant
membrane nephrosclerosis
n 5 30
Age (years) 47.6 £ 5.0 482+23
Male/female 41 27/3 to be statistically significant.
Creatinine (mg-d"}) 1.2+ 0.3 55+0.8

autoimmune disease, infection, drugs or pregnancy were excluded.
Concurrent glomerulonephritis (GN) [e.g. immunoglobulin A (IgA)
nephropathy] was also ruled out. For comparison, we took biopsies
from patients with thin glomerular basement membrane disease.
Characteristics of both groups are shown below (Table 1). This is a
non-immunologic mediated renal disease. So called zero-hour implan-
tation biopsies of kidney allografts are not helpful since they may
show complement activation due to the death of the donor. Approval
by the ethics committee of the city of Hamburg (WF-011/15) was
obtained.

2.2 | C3immunchistochemistry

Sections (1 um) of paraffin blocks were cut and deparaffinized.
Enzyme-induced epitope retrieval was performed for 15 min with pro-
teinase (protease P-8038) at 40°C. Subsequently, primary antibodies
specific for C3c (1:3000, DAKO A0062) were applied for 30 min at
40°C, and bound antibodies were then visualized manually using a
standard APAAP (Alkaline Phosphatase-Anti-Alkaline Phosphatase)
protocol. C3b and C3c antibodies can be used to identify C3 in tissue.

2.3 | Human microarray analysis

Human renal biopsy specimens were collected in an international mul-
ticentre study, the European Renal cDNA Bank-Kroner-Fresenius
biopsy bank (ERCB-KFB, Cohen et al., 2002). Biopsies were obtained
from patients after informed consent and with approval of the local
ethics committees. Following renal biopsy, the tissue was transferred
to RNase inhibitor and micro dissected into glomeruli and tubule-
interstitium. Total RNA was isolated from micro-dissected glomeruli
and tubuli, reverse transcribed, and linearly amplified according to a
protocol previously reported (Cohen et al, 2002). Glomerular and
tubular samples were analysed for mRNA expression levels
(GSE32591, GSE35489, GSE37463 and GSE99340). Analysis included
gene expression profiles from patients with hypertensive nephropathy
(glomeruli n = 15, tubuli n = 21), as well as controls (living donors,
glomeruli n=41, tubuli n=42). CEL file normalization was
performed with the Robust Multichip Average method using RMAEX-
press (Version 1.20) and the human Entrez-Gene custom CDF
annotation from Brain Array version 25 (http://brainarray.mbni.med.
umich.edu/Brainarray/Database/Custom/CDF_download.asp).  The
log-transformed dataset was corrected for batch effect using ComBat
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24 | scRNA-seq analysis

Pre-processed, quality controlled scRNA-seq data of 51,849 CD10"*
gative ginole cells from kidney biopsies of patients with hypertensive
nephropathy or healthy controls were obtained from Kuppe et al.
(Kuppe et al., 2021) and re-analysed using scRNA-seq analysis R pack-
age Seurat (version 4.1.0). More than 80% of renal cortical cells are
proximal tubular epithelial cells and are dominating single cell maps,
and masking other populations. Therefore, analysis was performed in
a data set using viable, non-proximal tubular cells sorted for
(CD10"e8*t"¢) CD10 was used as a marker of proximal tubule cells.
However, also CD10™#2%"¢ cells contain proximal tubule cells. We
used LogNormalize method in Seurat to normalize the scRNA-seq
data before scaling by ScaleData function (default parameters). Highly
variable genes were identified by function FindVariableFeatures,
selection.method = ‘vst’, nfeatures = 2000. Principal component
analysis was performed on the scaled data (function RunPCA,
npcs = 50) to reduce dimensionality. Principal components were used
to compute the KNN graph based on the Euclidean distance (function
FindNeighbors) to subsequently generate cell clusters using function
FindClusters. Uniform Manifold Approximation and Projection
(UMAP) was used to visualize clustering results. The top DEG in each
cluster were found using the FindAllMarkers function (min.pct = 0.25,
logfc.threshold = 0.25) that ran Wilcoxon rank sum tests. The top
marker genes were then compared and validated with the original
publication and used to determine the cell types of each cluster. Seu-
rat functions Average Expression and DoHeatmap were used to visu-
alize cluster identifying marker genes for each cell cluster. C3 gene
expression was visualized by using Seurat functions FeaturePlot and
DotPlot. Disease condition stratified C3 expression was visualized
using Seurat function VInPlot and modified by python package Sea-
born (version 0.11.2).

2.5 | Mice and experimental groups

C3~/~ and matched wildtype male mice on the C57blacké background
were used. C3~/~ mice were obtained from The Jackson laboratory,
Bar Harbour, USA. Wildtype mice were randomly distributed between
control and hypertensive group, while every C3 knockout mouse was
allocated to hypertension. First, in the hospital several rounds of revi-
sions were carried out with the UKE's animal welfare officers. Next
the application was submitted to the approving authority. Here, it was
discussed and send back with questions, comments and corrections
by a §15 commission. This commission is a commission under the
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animal welfare act. If the commission gave finally the OK, the applica-
tion was approved by the authority. Finally, the application for this
project funded by the Germane Research Foundation contained an
obligatory part that explains in detail the Replacement, Reduction and
Refinement strategies used within this study and are reported in com-
pliance with the ARRIVE guidelines (Percie du Sert et al., 2020) and
with the recommendations made by the British Journal of Pharmacol-
ogy (Lilley et al., 2020). Mice were used since the complex interplay of
innate immunity, arterial hypertension and end organ damage cannot
be examined in vitro. All experiments were performed in accordance
with the journal's guidelines on animal welfare. Handling of mice was
not done in a completely blinded fashion since normotensive and
hypertensive animals are easily distinguished. However, hypertensive
wildtype and knockout mice were not specifically labelled but kept in
separate cages. Water and chow (Altromin 1328 P best) were made
available at libidum. Animal welfare criteria were body weight, general
state of health (fur and eye condition, posture, temperature and col-
our of ears and feed), behaviour and wound healing. Animals were
removed from the experiment when the previously defined termina-
tion criteria were met.

2.6 | Angll-induced hypertension

Due to the fact that mice of the C57black strain are resistant to
hypertensive renal injury by Ang Il infusion (Wesseling et al., 2005),
we induced an accelerated model of hypertension as previously
described by us (Ahadzadeh et al., 2018; Weiss et al., 2016). C3~/~
mice have no renal phenotype (Cui et al., 2019). Also, in the present
study no difference was found between C3 deficient and wildtype
mice for albumin/creatinine ratio (0.13+0.02 wvs. 0.10
+0.01 mg-mg ™) before start of the experiment at 10 weeks. There-
fore, normotensive C3~/~ mice were not examined in the current
experiment to reduce the number of mice as defined by ARRIVE
guidelines. For the induction of hypertension mice, aged 10 weeks
were uninephrectomized on day 0. Anaesthesia was given by 4% iso-
flurane and analgesia by 0.1 mg-kg~* buprenorphine s.c. as well as tra-
madol in the drinking water (0.5 mg-ml~?) starting 1 day before
surgery and lasting for 1 day after surgery. During anaesthesia, the
mice body temperature was maintained by placing them on a heated
surface and they were allowed to breath spontaneously. Mice
received 0.9% NaCl in the drinking water starting on day 7 followed
by constant administration of 1.5 ng of Ang Il (Bachem, Switzerland)
per gram body weight per minute through subcutaneously implanta-
tion of an osmotic minipump (Alzet 1002, Cupertino, USA) on day 14.
Mice were killed by exposure to CO2 flowed by dislocation of the
neck at day 28, 2 weeks after commencement of Ang Il infusion as
described by us and depicted in Figure S1 (Ahadzadeh et al., 2018;
Weiss et al., 2016). In total 30 wildtype mice (11 wildtype controls,
19 wildtype Ang Il) and 17 C3-deficient mice were enrolled in the
study. In a short-term experiment, albuminuria was measured 3 days
and organs were removed 4 days after start of Ang Il infusion (5 con-
trols, 5 wildtype + Ang Il, 15 C3~/~ + Ang I, no mortality).
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2.7 | DOCA salt induced hypertension

At day O unilateral nephrectomy was performed in mice aged
10 weeks. Mice were housed in type Il long cages with two to four
mice per cage. A deoxycorticosterone acetate (DOCA) pellet (25 mg,
21-day release, Innovative Research of America, USA) was implanted
subcutaneously, and 0.9% NaCl added to the drinking water. Anaes-
thesia was given by 4% isoflurane and analgesia by 0.1 mg-kg™*
buprenorphine s.c. and tramadol in the drinking water. After 21 days,
the DOCA pellet was renewed, after 42 days the mice were killed and
organs removed as depicted in Figure S1. In total 29 mice (six wild-
type controls, eight wildtype DOCA salt and 15 C3-deficient mice
DOCA salt were enrolled in the study).

28 | Systolic blood pressure

Systolic blood pressure was measured with a computerized tail-cuff
system (MC4000, Hatteras Instruments, USA) as described
(Ahadzadeh et al., 2018; Weiss et al., 2016). For the measurements,
the animals were placed into the small measurement chambers and
the tails were put through the cuffs. Mice were restrained by the size
of the measurement chamber, that did not allow movement of the
mice. While rising slowly (within some seconds) the pressure in the
cuffs the pulse is measured at the tail via a piezo element. The systolic
pressure is reached at the point were no pulse signal is observed any-
more. After that, the pressure is released (within 1-2 s). Every mea-
surement has five adaptation cycles and 10 measurement cycles. For
a reliable measurement, we trained the animals four to five times and
rewarded them after every training with fruit puree. With appropriate
training and device tail cuff measured blood pressure is reliable (Kurtz
et al., 2005).

29 | Glomerular filtration rate (GFR) measurement
GFR was measured transcutaneously in conscious mice. The tech-
nique relies on a miniaturized device equipped with an internal mem-
ory that permits the transcutaneous measurement of the elimination
kinetics of the fluorescent renal marker FITC-sinistrin. The device is
started to measure the background signal for 1 min before the FITC-
sinistrin is given by retrobulbar injection. The measurement runs for
1 h while mice are awake and have free access to food and water.
GFR is calculated from FITC-sinistrin plasma clearance with ‘MPD lab”
software (Schreiber et al., 2012).

210 | Plasma and urine analysis

Mice were placed into metabolic cages for a 6-hour urine collection. At
the end of the experimental period, heparinized blood was collected.
Plasma cholesterol and urine creatinine were measured by an autoana-
lyzer (Ahadzadeh et al, 2018; Weiss et al., 2016). Albumin was
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measured by ELISA (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA). Albumin/
creatinine ratio was calculated to assess the extent of albuminuria.

2.11 | Histopathologic analysis

After removal of kidney and heart, tissues were fixed with 4% neu-
tral buffered formalin, embedded in paraffin and sectioned at 1 um
thickness. Sections were then deparaffinized and stained for light
microscopy with PAS (renal tissue) or Sirius Red Fast Green (SRFG,
cardiac tissue). Glomerular injury was evaluated histologically using
a semi-quantitative scale with O indicating normal architecture,
1 mild injury in less than a third of the glomerular tuft (small
mesangial expansion with matrix, cells and sclerosis), 2 damage of
more than a third of the glomerular tuft, and 3 damage of the
whole glomerulus. Under 400-x magnification, 30 glomeruli per ani-
mal were analysed (Krebs et al., 2014). The glomerular size was
measured by computer-aided assessment. Tubulointerstitial damage
was assessed by using a semi quantitative scale with O indicating
no injury, 1 mild injury, 2 moderate and 3 intensive injury. Injury
was defined by widening of tubular lumen, flattening and atrophy
of tubular cells with enlargement of the basement membrane and
widening and scarring of the interstitial space. Under 400X magnifi-
cation 30 fields per kidney were analysed (Ahadzadeh et al., 2018;
Weiss et al., 2016). Cardiac fibrosis was evaluated by scoring heart
sections using a scoring from O to 3 as described by us (Krebs
et al., 2012). Ratings covered values between categories. Scoring
was done in a blinded fashion.

2.12 | Confocal microscopy

Paraffin sections (3-4 um) of formalin fixed paraffin embedded
human or mouse kidneys were deparaffinized and rehydrated to
water. Antigen retrieval was obtained by boiling in Dako Target
Retrieval pH 9 (Dako, Carpinteria) for 30 min in a steamer at con-
stant 98°C, or by digestion with protease XXIV (5 pg:ml™%;) for
15 min at 37°C. Unspecific binding was blocked with 5% horse
serum (Vector Laboratories) with 0.05% Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) in PBS for 30 min at room temperature before incubation
at 4°C overnight with primary antibodies in blocking buffer. Staining
was visualized with affinity purified, fluorochrome-conjugated sec-
ondary antibodies (Jackson ImmunoResearch Laboratories or Invitro-
gen; 1:200) for 30min at RT in blocking buffer. Nuclei were
counterstained with DRAQ5 (1:1000; Cell Signalling 40,482), DAPI
(1:400) or Hoechst 33342, (1:1000; Sigma-Aldrich). Sections were
mounted with Fluoromount-G (Invitrogen). Optical images were
obtained using the inverted laser confocal microscope LSM800 from
Zeiss. Representative images were obtained using the Airyscan with
4-line averages and stored in 1024x1024 or 2048x2048 pixel
frames with 16-bit colour depth. Enlargements are re-imaged zooms

of the overview images (not enlargements of the overview image).
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In human biopsies, C3b was localized using an anti-C3b antibody
(mouse, 1:1000; Abcam ab11871). In mouse kidneys, C3 was local-
ized using an anti-C3 antibody (fluorescein isothiocyanate(FITC) goat
anti-C3, 1:100; Cappel 55500).

213 | Real-time quantitative RT-PCR

Total RNA from kidney cortex or heart ventricles was isolated using
the RNeasy kit (Qiagen, Netherlands). Real-time quantitative PCR was
performed using Thermo Fisher Scientific's Quantstudio 3 system and
PowerUp SYBR Green Mastermix (Thermo Fisher Scientific, USA).
Mouse-specific PCR primers were used. The levels of mRNA expres-
sion in each sample were normalized to 185 rRNA expression (Krebs
et al., 2012; Lehners et al., 2014).

214 | Insitu hybridization via RNAscope

Target mRNAs were detected with the RNAscope® 2.5 Brown kit
using the RNAscope® Probe-Mm-C3-02 (Advanced Cell Diagnostics
ACD, Hayward, CA, USA). The in situ hybridization was performed
according to the manufacturer's instructions. Kidney tissue was fixed
with 4% neutral buffered formalin solution, dehydrated in an ascend-
ing ethanol and xylol series and embedded in paraffin. Hybridization
signals were detected on 5-pum tissue sections using diaminobenzi-
dine (DAB) staining. Nuclei were counterstained with haematoxylin.
Slices were mounted with Entellan™. To ensure interpretable results,
positive and negative controls were routinely enclosed and
evaluated.

215 | Flow cytometry

Kidneys were minced and incubated in digestion medium (Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 containing 10% FCS, 1% penicil-
lin/streptomycin, 1% HEPES, 0.1 mg-ml~! DNAse and 0.4 mg-ml~!
Collagenase D). To obtain a single-cell solution, kidneys were dissoci-
ated using the gentleMACS Dissociator. A Percoll gradient was used
to further purify viable cells from cell debris. Erythrocytes were lysed
with ammonium chloride. For flow cytometry, cells were surface-
stained with fluorochrome-conjugated antibodies:- CD45 (30-F11),
CD3 (17A2), y8TCR (GI3), CD4 (RM4-5), CD8 (53-6.7), CD11b (M1/
70), Ly6G (1A8), CD11c (N418/HL3), MHCIl (M5/114.15.2), Ly6C
(AL-21/HK1.4) and F4/80 (BM8) (Biolegend, San Diego, USA, and BD
Biosciences, Franklin Lakes, USA). Dead cells were excluded during
flow cytometry via LIVE/DEAD staining (Invitrogen Molecular Probes,
Carlshad, USA). After permeabilization the cells were stained for the
transcriptional factors RORyt (Q31-378), FoxP3 (FJK-16s), Thet
(4B10) and GATA3 (L50-823) (BD Biosciences) and fixated (FoxP3/
Transcription Staining Buffer Set) (Invitrogen). Data analysis was per-
formed with FlowJo (Tree Star, USA).
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216 | C3siRNA

C3 was down-regulated by a siRNA approach. A subcutaneously
administered N-acetylgalactosamine (GalNAc)-conjugated small inter-
fering RNA (siRNA) targeting the C3 component of complement that
silences C3 expression in the liver was used. GalNAc-siRNA conju-
gates bind to the asialoglycoprotein receptor (ASGPR) that is hepato-
cyte specific and expressed at a high level. This approach inhibits
hepatic C3 production but does not affect extrahepatic C3 produc-
tion. GalNAc-conjugated siRNAs targeting C3 and used as described
(Kusner et al., 2019). Mice were randomly separated into two groups.
The 10-pg siRNA per 1-g body weight of C3 targeting GalNAc siRNA
or control GalNAc conjugated siRNA targeting luciferase were admin-
istered subcutaneously every 2 weeks. First injection was given
1 week before start of Ang Il infusion and the second injection 1 week
after start of Ang Il infusion. Four normotensive mice were used;
11 mice received control siRNA mice, whereas nine mice received C3
siRNA. Survival was six of 11 in the control siRNA and nine of 11 in
the C3 siRNA group. Since variability is low in all parameters mea-
sured in normotensive control mice only four normotensive mice were
studied. To examine the effect of a delayed start of C3 inhibition C3
siRNA was injected 3 days after start of Ang Il infusion in another
experiment (five controls, nine Ang Il + control siRNA, 10 Ang Il + C3
siRNA, mortality 2 in control siRNA and 1 in C3 siRNA).

217 | C5siRNA

For the down-regulation of C5 an identical protocol as for C3 was
used. Eleven mice received C5 siRNA (10-ug siRNA per 1g body
weight) and survival was 9 of 11 mice in this group.

218 | Western blot analysis

Protein samples were prepared for western blot analysis by addition
of T-Per buffer (Thermo Fisher Scientific, USA) and subsequent soni-
cating. Proteins (10 pg) were separated by electrophoresis in precast
gels (Bio-Rad, USA) containing SDS in an electrophoresis chamber
(Bio Rad, USA) in the presence of a migration buffer. Proteins were
then transferred to methanol soaked PVDF membranes (Millipore)
under semidry conditions using Transblot Turbo (Bio-Rad, USA) at
25V constant for 30 min. Membranes were blocked in 3% dry milk
with TBST (Tris buffered saline with Tween 20) and then incubated
overnight with primary antibody. Incubation with secondary anti-
bodies for 1 h at room temperature next day. Goat C3 antibody
(GeneTex, USA) was used as primary antibody with SuperBlock Block-
ing Buffer (Thermo Fisher Scientific, USA) and horse radish peroxidase
(HRP)-conjugated secondary antibodies in 3% dry milk with TBST.
Membranes were washed three times for 10 min in TBS-Tween
0.05% after incubation with primary and secondary antibodies. Sec-
ondary antibodies were HRP-conjugated donkey anti-goat (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, USA). Detection was performed with
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SuperSignal West Pico Plus Chemiluminescence Substrate (Thermo
Fisher Scientific, USA) and analysed with Amersham Imager
600 (GE Healthcare, USA). For housekeeping analysis of tissue, we
used mouse B-actin (Sigma Aldrich, USA) and HRP-conjugated donkey
anti-mouse (Jackson ImmunoResearch Laboratories, USA). Plasma
samples were normalized against albumin; therefore the membrane
was stained with 0.2% Ponceau S solution (Thermo Fisher Scientific,
USA) and analysed with the imager. Since there is no suitable
housekeeping protein in urine samples, we adjusted the urine
amount of each lane by normalization to 0.3 pg creatinine for each
sample. The Immuno-related procedures used comply with the rec-
ommendations made by the British Journal of Pharmacology
(Alexander et al., 2018).

219 | Statistics

Data and statistical analysis complied with the recommendations of
the British Journal of Pharmacology on experimental design and analy-
sis in pharmacology (Curtis et al., 2022). For the statistical analysis,
GraphPad Prism 8.3.0 was used. The Kolmogorov-Smirnov test was
used to test for normal distribution of the values. In case of normal
distribution, for multiple comparisons one-way analysis of variance
(ANOVA) and post hoc analysis by Tukey's multiple comparisons test
with a single pooled variance were performed. If data were not nor-
mally distributed, Kruskal-Wallis with Dunn's multiple comparisons
test was used. For comparison of two parameters, unpaired t-test for
normally distributed and Mann-Whitney test for not normally distrib-
uted parameters were used. Post hoc tests were conducted if F in
ANOVA achieved p > 0.05. Statistics were only done with groups
of at least five animals per group (n = 5), where n is number of
independent values. In addition, albuminuria in Ang Il infused mice
and blood pressure data were also analysed with a mixed model
with Geisser-Greenhouse correction, Post hoc analysis for multiple
comparisons was performed by Sidak's multiple comparisons test.
Survival percentages were calculated by Kaplan-Meier and survival
curves compared with Log-rank (Mantel-Cox) test and Log-rank test
for trend. Differences were considered statistically significant at a
level of probability smaller than 0.05 (* = P <0.05). The exact p
level is not stated.

In addition, histograms of raw albuminuria values showed a right
skew in C3 siRNA and DOCA salt. Therefore, they were log10 trans-
formed before regression analyses were analysed using linear mixed
effect models with fixed effects for time, group and the interaction of
time and group and a random intercept for each mouse. Contrasts
between groups for each time point were estimated using estimated
marginal means from the emmeans package in R (cite: Russell V. Lenth
[2022]. emmeans: Estimated Marginal Means, aka Least-Squares
Means. R package version 1.7.2. https://CRAN.R-project.org/
package—emmeans). The Kenward-Roger approximation for degrees
of freedom was used. P-values from the model are based on standard
errors and t-ratios from the mixed effects model. Mixed effect models
were calculated and evaluated using R version 4.1.2 (cite: R Core
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Team [2021]. R: A language and environment for statistical comput-
ing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL
https://www.R-project.org/).

3 | MATERIALS

Proteinase (protease P-8038 and protease XXIV) were obtained from
Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), along with DAPI and Hoechst
33342. Antibodies specific for C3c were obtained from Eching (town,
state, Germany). Entellan™ was obtained from Merck Millipore
(Billerica, MA, USA.). Penicillin, streptomycin, and HEPES were
obtained from Life Technologies, Thermo Fisher, Darmstadt, Ger-
many, and DNAse and Collagenase D were obtained from Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany. Angiotensin Il (Ang Il) was obtained
from Bachem, (Switzerland). GalNAc-conjugated siRNAs targeting C3
were provided by Alnylam Pharmaceuticals Inc. (Cambridge, USA). Iso-
flurane was obtained from Sedana Medical AB, Sweden; buprenor-
phine was obtained from Movianto Deutschland GmbH, Germany;
and tramadol was obtained from Griinenthal GmbH, Germany. The
osmotic minipumps (Alzet 1002) were purchased from Cupertino
(USA). Details of other materials and suppliers are provided in the spe-
cific sections.

3.1 | Nomenclature of targets and ligands

Key protein targets and ligands in this article are hyperlinked to corre-
sponding entries in the IUPHAR/BPS Guide to PHARMACOLOGY
http://www.guidetopharmacology.org and are permanently archived
in the Concise Guide to PHARMACOLOGY 2021/22 (Alexander,
Christopoulos, et al., 2021; Alexander, Cidlowski, et al., 2021).

4 | RESULTS

41 | Expression of C3in hypertensive
nephropathy

First, we localized C3 in human biopsies by confocal microscopy. We
examined biopsies from patients with so-called malignant nephro-
sclerosis, which is the most aggressive form of hypertensive renal
injury often leading to end stage renal disease. C3 staining was found
in glomeruli and tubular cells as depicted in overview and enlargement
in Figure 1a. Different glomerular pattern (mesangial and endothelial)
of glomerular C3 staining was found in biopsies with malignant
nephrosclerosis as shown in Figure S2. For comparison, we took biop-
sies from patients with thin glomerular basement membrane disease
and found no staining of C3 as shown in Figure 1b.

Next, we quantified C3 staining in human biopsies by immunobhis-
tochemistry. For this approach, we examined 30 biopsies from
patients with malignant nephrosclerosis. Representative examples and
quantification are shown in Figure 1c. The 86% of intact glomeruli
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were C3 negative, whereas 71% of damaged glomeruli were C3 posi-
tive. 76% of vessels with hyalinosis were positive for C3. 33% of ves-
sels with onionskin lesion were C3 negative and 67% C3 positive
(Figure 1c). For comparison, we evaluated five biopsies from patients
with thin glomerular basement membrane disease and found no stain-
ing of C3 in glomeruli or vessels. In summary, using two different
techniques of staining (conventional immunohistochemistry with light
microscopy and confocal microscopy with increased contrast and res-
olution) we found an increased renal C3 staining in hypertensive
patients especially in injured tissue.

However, immunochistochemistry of C3 cannot differentiate
whether C3 is expressed or just trapped in damaged tissue. There-
fore, we took advantage of the European renal ¢cDNA bank (ERCB)
and examined C3 expression in renal biopsies from patients with
hypertensive nephropathies (n = 21) and compared these data with
kidney biopsies from living donors (n = 42). Gene expression data
from micro-dissected glomeruli and tubulointerstitium revealed a
2.65-fold glomerular and 2.55-fold tubulointerstitial C3 overexpres-
sion in hypertensive patients compared with healthy controls
(Figure 1d). After analysing the glomerular and the tubulointerstitial
compartment we were interested which cells express C3 in the kid-
ney. Therefore, we next examined C3 expression in a single cell
RNAseq approach. Re-analysing an integrated scRNA-seq dataset of
renal biopsies from healthy controls and patients with hypertensive
nephropathy (Kuppe et al., 2021) revealed relevant C3 expression in
different cell types in the kidney (Figure le-h). C3 expression was
mainly detected in monocytes and dendritic cells, followed in smal-
ler amounts by injured proximal tubule cells and myofibroblasts but
not by T cells (Figure 1g). Additionally, an enrichment of C3 expres-
sing monocytes and dendritic cells was found in hypertensive
nephropathy (Figure 1h).

4.2 | Expression of C3in Ang Il induced
hypertension in mice

As a consequence of the increased expression of C3 in kidney biop-
sies of hypertensive patients, we decided to further study the role of
C3in two different hypertensive mouse models.

Hypertension was induced by combining Ang Il infusion with uni-
lateral nephrectomy and 0.9% salt in the drinking water. Since C3 is
mainly produced in the liver, we studied hepatic mMRNA expression of
C3 first. Hypertension did not change the expression of C3 in the liver
compared to normotensive controls (Figure 2a). Furthermore, cardiac
expression of C3 was not altered either. However, a significant
15-fold increase was found for C3 mRNA expression in the kidney.
Using in situ hybridization, we examined where exactly in the kidney
C3 is produced. As shown in Figure S3a very low expression was
found in control mice. Nevertheless, Ang Il induced an increased
expression that was mainly found in tubular cells. No expression was
found in knockout mice. Since tubules are the most abundant cells of
the kidney, this may explain the increased renal C3 expression found
by real-time PCR in hypertensive mice. However, we cannot exclude
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Malignant nephrosclerosis
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FIGURE 1 Expression of C3 in hypertensive nephropathy. (a) Confocal microscopy shows glomerular and tubular staining in patients with
malignant nephrosclerosis. (b) Almost no staining is found in patients with thin basement disease. (c) Immunohistochemistry for C3 in biopsies
with malignant nephrosclerosis reveals that intact glomeruli are mostly negative (86%) whereas the majority of damaged glomeruli stains positive
(71%). 76% of vessels with hyalinosis (arrows) are positive. 33% of onion skin lesions are negative and 67% positive for C3 (arrows). (d) Gene
expression analysis revealed significantly increased glomerular and tubulointerstitial C3 expression in renal biopsies from patients with
hypertensive nephropathies compared to kidney biopsies from living donors. (e) Re-analysed reference UMAP embedding of 51,849 CD1
single cells from 15 human kidneys (n = 6 hypertensive nephropathy, n = 9 healthy control). BC, B cells; PC, plasma cells; Mast, mast cells;
Mono/DC, monocytes/dendritic cells; MC, macrophages; NK, NK cells; TC, T cells; IC, intercalated cells; CD, collecting Duct; DCT/UC, distal
convoluting tubule/urothel cells, TAL, thick ascending limb; iPT, injured proximal tubule, PT, proximal tubule; DTL/DM, distal convoluted tubule/
macula densa; Podo, podocytes; Fib/MF, fibroblast/myofibroblast; vSM/Peri, vascular smooth muscle cell/pericytes; iEN, injured endothelium;
LEn, lymph endothelium, GC, glomerular capillaries; Art, arteriolar endothelium; VR, vasa recta. Panel (e) right panel: Scaled gene expression of top
cluster identifying genes. Each column is the average expression of all cells in a cluster. (f) UMAP plot showing C3 gene expression (scale bars
indicate normalized expression). (g) Dot plot of C3 gene expression in each cluster. The size of the dot denotes the percentage of cells in each
cluster expressing C3; the intensity of colour represents mean gene expression. (h) scaled C3 expression stratified by the three main C3
producing cell types and disease condition, blue = hypertensive nephropathy, grey = healthy control. Violin width represents proportion of
cluster in each condition. (d) glomeruli t test, tubulointerstitium u-test. * = P < 0.05 versus controls.
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FIGURE 1 (Continued)
that C3 is also up-regulated in myeloid and lymphoid cells since 4.3 | C3deficiency decreases albuminuria

RNAscope may not be sensitive enough to detect changes in
these cells in the kidney. Next, we evaluated plasma levels of C3 by
western blotting (Figure 2b). No significant difference was found
between control and Ang Il infused wildtype mice (densitometry
100 + 2.3 vs. 82.9 +4.3). No C3 band was detected in the C3
deficient mice.

In a subset of mice, we further evaluated C3 protein in the kidney
by western blotting as demonstrated shown in Figure 2c. Densitome-
try showed an increased amount of renal C3 protein after Ang Il infu-
sion (Figure 2d), which is supported by confocal microscopy revealing
enhanced C3 staining in Ang Il mice (Figure S3b).
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Our RNA and protein data clearly show an up-regulation of renal C3
in hypertensive patients and mice. Subsequently, we tested whether
C3 deficiency influences hypertension and hypertensive end organ
damage in mice. We first evaluated albuminuria as a hallmark of
hypertensive renal injury. No albuminuria was found in wildtype and
C3-deficient mice at the beginning of the experiment indicating that
the knockout mice do not have a basal renal phenotype or renal
abnormalities as shown in Figure 3a. Ang Il infusion induced heavy
albuminuria on day 3, 7 and 13. Significantly less albuminuria was
found in C3-deficient mice in day 3 (Figure 3b). On day 7 it was
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FIGURE 2 C3 expression in hypertensive mice. (a) Realtime quantitative PCR analysis showed that hypertension did not change expression
of C3 in hepatic and cardiac tissue. A significant increase was found for renal C3 expression. (b) Western blotting of plasma C3 showed no
significant difference between controls and hypertensive mice. No C3 band was detected in knockout mice. (c) Western blotting of renal tissue
revealed an increase of C3 protein after Ang Il infusion. (d) Densitometry of renal C3 protein expression. White dots normotensive mice, black
dots hypertensive mice. (a,c) U-test was used to determine statistical significance.” = P < 0.05 versus control.

numerically lower (Figure 3c) and no more difference was found on C3-deficient mice (Figure 3e). The result remained the same after ana-
day 13 (Figure 3d). However, calculating the area under the curve for lysing the data by a mixed model and post hoc analysis for multiple
the three time points showed a significant reduction of albuminuria in comparisons.
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44 | Angll induced hypertension and mortality 4.5 | Angllinduced renal injury

Ang Il infusion increased systolic blood pressure in wildtype and
C3-deficient mice with no difference between the two groups
(Figure 4a). Mortality occurred in hypertensive mice without a signifi-
cant difference between both genotypes (Figure 4b). Mortality was a
combination of withdrawn for animal welfare and death. For a
detailed analysis of kidney function, we measured the GFR in a subset
of mice by using a FITC-sinistrin based technique, which allows mea-
surement in conscious mice. At least to our knowledge this is the first
measurement of GFR by FITC-sinistrin in this model of hypertension.
First, we performed a basal measurement before induction of hyper-
GFR averaged 1.42+0.04 and 1.33
+ 0.09 ml-min~! per 100 g body weight in knockout mice showing no

tension. in  wildtype
difference in renal function before the start of the experiment. Ang Il
administration caused a drop of GFR in hypertensive mice on day
11 (71% of controls in wildtype and 72% in C3-deficient mice) with-
out difference between both genotypes (Figure 4c).
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Next, we examined the kidney histology. Normal renal architecture
was detected in normotensive controls (Figure 5a). Ang Il infusion
induced hypertensive glomerular injury with mesangial expansion and
sclerosis in wildtype and C3/~ mice shown in Figure 5a. Semi-
quantitative analysis of glomerular injury by scoring revealed similar
glomerular changes in C3-deficient and wildtype mice (Figure 5h).
Similarly, no difference between both genotypes was found for glo-
merular size and tubulointerstitial damage (Figure 5b). Additionally,
we utilized real-time PCR analysis to identify and quantify differen-
tially expressed genes of renal tissue damage and inflammation. Real
time PCR analysis showed a similar decreased expression of renin in
both groups in response to salt and Ang Il infusion. In addition, plas-
minogen activator inhibitor-1 (PAI-1), neutrophil gelatinase-associated
lipocalin (NGAL), kidney injury molecule-1 (KIM-1) and CCL2 were sig-
nificantly up-regulated but no difference was found between both
hypertensive groups (Figure 5c,d).
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FIGURE 4 Blood pressure and
survival. (a) Angiotensin Il (Ang 1)
infusion increased systolic blood
pressure in WT and C3-deficient
mice with no difference between the
two groups. (b) Kaplan Meier survival
curves and subsequent analysis
showed equal mortality in both
hypertensive mouse cohorts. (c) Ang
Il induced a significant drop of GFR in
hypertensive mice without significant
difference between both genotypes.
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4.6 | Angllinduced renal inflammation

Since scRNAseq analysis showed increased expression of C3 in
inflammatory cells we analysed cell subsets infiltrating the kidney in
hypertension in the presence or absence of C3. The gating strategy is
shown in Figure S4a. First, we focused on cells of myeloid origin. The
frequencies of polymorphonuclear neutrophils (PMNs), dendritic cells
and macrophages within the CD45" kidney cells were modestly
increased and similar in hypertensive wildtype and C3-deficient mice.
For dendritic cells the difference of both hypertensive groups to con-
trols was significant (Figure S4b). In addition, the frequencies of CD3,
CD4 and y& T cells were not different between both genotypes in
hypertension. The same was valid for the T cell subtypes TH1, TH2,
TH17 and Tregs. The number of TH2 cells was significantly increased
in hypertensive wildtype mice. (Figure S4c). Similarly, the frequencies
of natural killer T (NKT) cells and natural killer (NK) cells were indistin-
guishable between hypertensive wildtype and C3-deficient mice (Fig-
ure S4c).

4.7 | Angllinduced cardiac fibrosis

No fibrosis was detected in normotensive control mice as shown in

Figure éa. Ang Il infusion induced extensive cardiac fibrosis. Scoring

85

o
o

T 1
12 14

S,

of the fibrosis revealed no difference between both genotypes
(Figure 6b). Cardiac hypertrophy is an important predictor of hyper-
tensive end-organ damage. Relative heart weight was not different
between C3-deficient and wildtype mice (Figure éb). The presence of
a significantly increased gene expression of atrial natriuretic peptide
(ANP), brain natriuretic peptide (BNP) and collagen Il in both geno-
types further supports a similar cardiac injury (Figure éc). Taken
together these results endorse similar cardiac injury in wildtype and
C3 knockout mice.

48 | Shortterm Ang Il infusion

To examine whether difference in structural renal injury can be found
between wildtype and C3 deficient mice in the early phase of Ang Il
induced hypertension we examined the kidney 4 days after start of
Ang Il infusion. Significantly lower albuminuria was found on day 3 as
shown in Figure S5a. Renal histology revealed no tubulointerstitial
injury and mild glomerular changes with mesangial widening and
increased glomerular size in WT and KO mice as shown in Figure S5b.
However, scoring of glomerular injury and measurement of glomerular
size revealed no significant differences between both genotypes
(Figure S5c). Analysis of PAI-1 and CCL2 showed increased expression
of these markers of renal injury and inflammation in hypertensive
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FIGURE 5 Structural renal injury. (a) PAS staining revealed normal renal architecture in normotensive controls. Angiotensin Il (Ang II) infusion
induced hypertensive glomerular injury with mesangial expansion and sclerosis in WT and knockout mice. (b) Semi-quantitative analysis revealed
significantly increased glomerular injury, glomerular size and tubulointerstitial damage in WT and C3-deficient mice. (c and d) Suppression of renal
renin and increased expression of plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), and CCL2 were
found in both genotypes. White dots normotensive mice, black dots hypertensive mice. (b-d) Kruskal-Wallis with Dunn's multiple comparisons
test or one-way analysis of variance (ANOVA) and post hoc analysis by Tukey's multiple comparisons test were used to determine statistical
significance. * = P < 0.05 versus control.
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FIGURE 6 Cardiac injury.
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wildtype mice and a tendency for lower expression in C3 deficient
mice. However, the difference between both genotypes was not sig-
nificant. In contrast, NGAL and KIM-1 were significantly increased in
hypertensive wildtype mice compared to normotensive controls and
C3 deficient mice showed significantly less expression than wildtype
mice (Figure S5d). Since NGAL and KIM-1 are marker of proximal
tubule injury, this points to a protective function of C3 in proximal
tubules in the early phase of Ang Il induced injury.

49 | DOCAsalt

To examine whether the antiproteinuric effect of C3 deficiency in
the early phase of Ang Il induced hypertension is specific for Ang

87

Il or can also be found in other models of hypertension, we
induced DOCA salt hypertension in WT and C3-deficient mice.
Mortality was 1 of 8 in WT and 3 of 15 mice in C37/~ mice. One
mouse died, 3 were withdrawn for animal welfare. Similar to the
Ang |l experiment expression of C3 was 8 fold increased in the
kidney of DOCA salt mice compared to normotensive controls
(Figure 7a). DOCA salt induced albuminuria in WT and C3-deficient
mice as shown in Figure 7a. Interestingly and similar to the Ang Il
model C3-deficient mice showed significantly less albuminuria in
week 2 and 3 compared to WT mice. With longer duration of
hypertension, this difference diminished. No significant difference
was found between WT and C3~/~ mice for blood pressure
(Figure 7b) as well as glomerular and tubulointerstitial damage
(Figure 7c). Increased expression of CCL2 (Figure 7d) as well as
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FIGURE 7 Deoxycorticosterone acetate (DOCA) salt. (a) DOCA salt increased renal C3 expression. Albuminuria was significantly lower in
C3-deficient mice compared to WT in week 2 and 3. No difference was found in week 4, 5 and 6. (b) Blood pressure increase was not different
between both genotypes. (c) Increased glomerular and tubulointerstitial damage was found in both genotypes. (d) Increased expression of CCL2
as well as decreased GFR were found in DOCA salt treated mice without difference between both genotypes. (e) The same was valid for cardiac
weight, fibrosis and ANP expression. (a) U test was used to determine statistical significance. (b) Blood pressure was also analysed by a mixed
model and post hoc analysis for multiple comparisons. (c-e) Kruskal-Wallis with Dunn's multiple comparisons test and ANOVA with Tukey's
multiple comparisons was used to determine statistical significance. In addition, since histograms of raw albuminuria values showed a right skew,
albuminuria values were log10 transformed and analysed using linear mixed effect models with fixed effects for time, group and the interaction of
time and group and a random intercept for each mouse. Significances remained the same on week 2 but week 3 was no longer significant. White
dots normotensive mice, black dots hypertensive mice. * = P < 0.05 versus control.
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FIGURE 8 C3inhibition by small interfering RNA (siRNA). (a) Administration of C3 siRNA lead to a down-regulation of liver C3 expression by
96% whereas control siRNA had no effect. (b) Western blotting of plasma samples showed a strong reduction of C3 in the C3 siRNA group.

(c) Similar to the knockout experiment albuminuria on day 3 was significantly lower in the siRNA treated mice but not on day 7 and 13. (d) Ang Il
induced hypertension calculated as area under the curve of the blood pressure (due to the small number if mice and three time points) was not
changed by the C3 siRNA. (e) No significant effect of C3 inhibition was seen on glomerular damage, glomerular size and tubulointerstitial injury.
(f) No difference was found in CCL2-increase and GFR-decrease in both hypertensive groups. (g) No effect of C3 inhibition was found on Ang Il
induced cardiac hypertrophy as well as ANP expression. White dots normotensive mice, black dots hypertensive mice. (a,c) U-test was used to
determine statistical significance. In addition, since histograms of raw albuminuria values showed a right skew, albuminuria values were log10
transformed and analysed using linear mixed effect models with fixed effects for time, group and the interaction of time and group and a random
intercept for each mouse. Significances remained the same. * = P < 0.05. [Correction added on 30 May 2023, after first online publication: Figure
8g has been updated on this version.]
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FIGURE 8 (Continued)

GFR reduction was found in both hypertensive groups. In addition,
cardiac fibrosis, weight and ANP expression were not different
between WT and C3~/~ mice (Figure 7e). The albuminuria results
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remained the same after log transformation and analysing the
data by a mixed model with post hoc analysis for multiple
comparisons.

OUMOCL () *I8ES9LT T

03 Kot Kteaqupaurfuo-sqndsdgyz-sdiy woiy p

antuf) pun -siwers A9 L60014da|

&
=
g

2

0%

¢ suLiag, A 295 ¢

g
3
2
4

g
3
7
8
&
S
ol
a



BODE et AL

20 BRITISH
PHARMACOLOGICAL-
@ SOCIETY

410 | C3siRNA

To overcome the disadvantages of the life-long absence of the C3
gene in knockout mice, we injected mice with a C3 siRNA in another
set of experiments with Ang Il induced hypertension. Administration
of C3 siRNA resulted in a 96% reduction in liver C3 mRNA levels
while a control siRNA had no effect on hepatic C3 expression
(Figure 8a). The difference between control siRNA and C3 siRNA was
significant. Western blotting of plasma samples showed a correspond-
ing strong reduction of circulating C3 levels in the C3 siRNA group
confirming shutdown of C3 production in the liver (Figure 8b). Mortal-
ity was 5 of 11 in mice treated by a control siRNA and 2 of 9 in C3
siRNA treated mice. Due to the small number of normotensive mice
(n = 4) only hypertensive control siRNA and C3 siRNA treated mice
were tested for statistical difference. Similar to the knockout experi-
ment inhibition of liver production of C3 by the siRNA showed a sig-
nificant reduction of albuminuria on day 3. The difference was
significant with and without the outlier (354 mg-mg™Y) in wildtype
mice. This effect was still present on day 7 but no longer significant
and no difference was found at the end of the experiment (Figure 8c).
The same was valid for albuminuria after log transformation and ana-
lysing the data by a mixed model with post hoc analysis for multiple
comparisons. No effect of the siRNA approach was found for blood
pressure as shown in Figure 8d. Area under the curve was used for
blood pressure since the number of mice was small (scrambled n = 6,
C3 siRNA n = 9) and three time points were evaluated. In addition, no
significant effect of C3 inhibition was seen on glomerular damage, glo-
merular size, tubulointerstitial injury (Figure 8e). CCL2 as a marker of
inflammation was up-regulated in both treatment groups (Figure 8f).
Ang Il decreased GFR in both groups to the same extent (Figure 8f).
Ang Il induced cardiac hypertrophy and ANP expression (Figure 8g)
were not altered by C3 inhibition either.

We also examined whether a delayed start of C3 inhibition lowers
albuminuria by injection of the siRNA on day 3 after start of Ang Il
infusion. The time course of the experiment is shown in Figure Séa.
Down-regulation of C3 after start of Ang Il infusion did not lower
albuminuria on day 7 and 13 as shown in Figure Séb. This demon-
strates that C3 has to be down-regulated before start of hypertension
to be protective.

411 | C5siRNA

To solve the question whether the antiproteinuric effect of C3 inhibi-
tion is due to the resulting lack of formation of the C5b% or C3 itself,
we inhibited C5 by a siRNA approach. Down-regulation of C5 inhibits
formation of C5b9 complex. As shown in Figure S7a administration of
the C5 siRNA resulted in 90% reduction of C5 expression in the liver.
However, C5 inhibition did not change Ang Il induced albuminuria on
day 3, 7 and 13 (Figure S7b). Moreover, no effect was seen on blood
pressure, decrease in GFR as well as renal or cardiac injury
(Figure S7c-e). This suggests that metabolic or inflammatory effects
of C3 or its metabolites cause albuminuria.
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5 | DISCUSSION

The innate and adaptive immune system are increasingly recognized
to play a decisive role in the pathophysiology of arterial hypertension
and hypertension-induced end organ damage (Wenzel et al., 2016).
Whether the complement system, a major innate and inflammatory
effector system, contributes to hypertensive end-organ damage is still
unresolved (Wenzel, Ehmke, & Bode, 2021; Wenzel, Kemper, &
Kéhl, 2021). The current study provides novel insights into the role of
complement in hypertensive end-organ damage. An increased expres-
sion of C3 protein and mRNA was found in the kidney of hypertensive
patients and mice made hypertensive by Ang Il or DOCA salt. Single
cell Seq analysis of human kidneys revealed expression of C3 in differ-
ent cellular compartments in healthy and hypertensive patients.

C3 deficiency significantly ameliorated albuminuria in the early
phase of hypertension, However, with longer duration this effect
declined. Although the effect was small, its significance is underlined by
the fact that it was found in knockout mice and in C3 inhibition by a
siRNA mice, as well as in two models of hypertension with different
pathophysiology. However, both approaches and in both models C3 defi-
ciency did not alter blood pressure, end organ damage and inflammation.

The classical liver-derived circulating C3 system is well appreci-
ated as a key mediator of host protection via instruction of innate and
adaptive immunity. Albeit recent studies have discovered an organ
specific C3 and an intracellular C3, which have emerged as central
regulators of core metabolic pathways and organ function (Kunz &
Kemper, 2021). Several cells, including monocytes, and macrophages,
fibroblasts, epithelial cells, endothelial cells, astrocytes, adipocytes
and myoepithelial cells, have all been reported to be potential extrahe-
patic sources of complement molecules in tissues (Chen et al., 2020).
By analysing available single cell seqRNA data, we could confirm pres-
ence of C3 in these cells in the kidney. However, the role of the extra-
hepatic C3 in humans is still unclear.

In the present study, we found increased C3 staining in kidney
biopsies from patients with so-called malignant nephrosclerosis. How-
ever, immunohistochemistry of C3 cannot differentiate whether the
C3 is expressed or just trapped in damaged tissue. Therefore, we
examined C3 expression in the European Renal cDNA biopsy bank
and found a significantly up-regulated gene expression in glomeruli
and tubulointerstitium. To further pin down the cellular source of C3
expression, we examined available kidney tissue data. Single cell data
analysis from a kidney tissue atlas revealed that C3 is expressed in var-
jous cells including proximal tubule cells, monocyte derived cells and
others. An increased abundance of cells expressing C3 was found in
kidney biopsies with hypertensive nephropathy. The human data are
matched by the mouse data with an increased RNA and protein
expression in Ang ll-infused mice. Our C3 staining data in patients
with malignant nephrosclerosis were also described by Zhang et al,
who found C3 positivity in 84% of all cases (Zhang et al., 2020).
Moreover, recent studies have raised awareness that a number
of patients with severe hypertension and hypertensive nephropathy
may have mutations in the complement system (Timmermans
etal, 2017, 2018).
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C3 deficiency ameliorated albuminuria in two models of hyper-
tension. How does C3 deficiency ameliorate albuminuria and why
does the effect disappear with prolonged hypertension? Since we
used a complete knockout of C3, we cannot distinguish whether liver-
derived C3 or intrarenal C3 is responsible for this effect. Albuminuria
in hypertension is a complex result of glomerular hemodynamics,
increased glomerular permeability and tubular reabsorption. Beside its
effect on innate and adaptive immunity, recent data suggest that
intracellular C3 plays an important role in cellular homeostasis (Arbore
et al., 2017). Cell specific knockout of C3 in cells involved in albumin-
uria like endothelial cells or podocytes as well as in proximal tubular
cells will help to answer this question.

Recent data showed that C3 deficiency ameliorates
rhabdomyolysis-induced acute kidney injury (Boudhabhay et al., 2021).
The disease is largely driven by a direct injury of proximal tubular cells
through oxidative stress and lipid peroxidation caused by myoglobin
and heme. In addition, another disease, in which injury of proximal
tubular cells is important, is ischemia reperfusion injury. This disease is
also ameliorated by C3 deficiency (Zhou et al., 2000). Together with
our data this points to a role of C3 in proximal tubular cell injury. This is
further confirmed by the expression of Kidney Injury Molecule-1
(KIM-1) which is a marker of proximal tubule injury. Its expression was
significantly lower in hypertensive C3 deficient mice compared to
wildtype mice in the early phase of Ang Il induced hypertension. This
also implies that the pathogenesis of albuminuria differs over time in
hypertension. Early albuminuria is C3 dependent whereas the late albu-
minuria is more likely caused by severe glomerular and tubulointerstitial
sclerosis and C3 deficiency has no more protective effect.

Down-regulation of C3 in the liver by the siRNA approach also
lowered early albuminuria strongly suggesting the pro-albuminuric
effect of C3 comes from liver-derived C3. Future experiments with a
cell specific knockout of C3, that is, in proximal tubular cells, will help
to solve this question. It is important to narrow down the responsible
cells to help generating a cell specific treatment option for comple-
ment in the long term. Especially, as albuminuria is an important
progression factor in many renal disease entities. It would be of great
interest and clinical importance to better define the role of comple-
ment in albuminuria and whether this can be used therapeutically in
other non-hypertensive proteinuric diseases. Although there are
many mechanisms causing albuminuria, hyperfiltration and increased
glomerular capillary pressure are important factors. From our data we
cannot determine whether C3 influences haemodynamics.

The spontaneously hypertensive rat (SHR) is a widely used genetic
model of hypertension. Negishi and colleagues showed that knockout
of the C3 gene by zinc-finger nuclease gene-editing in SHRs had a small
but significant effect on systolic blood pressure, proliferation of mesan-
gial cells and renal injury (Negishi et al., 2018). In contrast, mice defi-
cient in C3 showed no differences in hypertension or hypertrophy
responses to in vivo infusion with angiotensin Il (Coles et al., 2007).
However, in this latter study a low dose of Ang Il (1.1 ng-g “min~?%)
was given to mice of the C57black strain for only 7 days. Seven days of
Ang Il infusion induce a mild increase in blood pressure and vascular
hypertrophy but do not induce hypertensive injury. Therefore, a role
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for C3 in hypertensive injury cannot be ruled out based on this study.
However, our blood pressure data from two models of hypertension
are in agreement with these data. Our data are also in agreement with
the recent data of Regal et al. These authors found no effect of admin-
istration of sCR1, a soluble form of endogenous complement receptor
1 in Dahl salt sensitive rats (Regal et al., 2018).

Systolic blood pressure was measured by tail cuff plethysmogra-
phy. With appropriate training and device tail cuff measured blood
pressure is reliable (Kurtz et al., 2005). No difference in blood pressure
was found between hypertensive wildtype and C3 deficient mice.
Also relative heart weight was no different between both hyperten-
sive groups. In arterial hypertension cardiac hypertrophy is in most
cases the integral of blood pressure over time. Therefore, the finding
of no significant difference between hypertensive wildtype and
knockout mice for cardiac hypertrophy supports that increased blood
pressure is not different between both genotypes.

Renal infiltration of myeloid cells and lymphocytes was examined
in detail. Recent data suggest that the intracellular complement system
called complosome plays an important role especially in inflammatory
cells (Arbore et al., 2017). C3 deficiency did not significantly change the
number of infiltrating cells in Ang Il induced hypertension in the present
study. However, from our data we cannot exclude that C3 may have a
role in function and interaction of the cells without altering the number.
Inhibition of hepatic C5 expression that is distal of C3 did not lower
albuminuria. This strongly suggests that the antiproteinuric effect of
C3 inhibition is not due to lack of membrane attack formation but due
C3 itself or its metabolites. We can also rule out a role for C3a in
albuminuria since C3a receptor deficient mice show no protection
against albuminuria in Ang Il induced hypertension (unpublished data).
Therefore, C3 itself or another of it metabolites C3b may aggravate
albuminuria, that is, by metabolic functions.

As C3 knockout mice completely lack C3 from birth compensa-
tory effects cannot be excluded. Moreover, the genetic approach
knocks down hepatic as well as extrahepatic C3 expression. This does
not allow to differentiate between these two C3 sources. Therefore,
we used a liver targeted siRNA approach to down-regulate hepatic
C3. GalNAc-siRNA conjugates bind to the asialoglycoprotein receptor
that is highly and almost exclusively expressed in hepatocytes. This
allows efficient delivery to hepatocytes and long-lasting down-
regulation of C3 following subcutaneous administration of the siRNA.
Extrahepatic C3 remains intact and functionally active. In our experi-
ment GalNAc-mediated targeting of C3 siRNA to hepatocytes enabled
potent reduction of liver C3 mRNA level and subsequent dramatic
lowering of plasma C3 protein levels. The siRNA approach also low-
ered early albuminuria but did not alter blood pressure or renal and
cardiac injury. This is of translational importance. Beneficial effects
found in knockout mice cannot easily be transferred into patients
since the knockout mice lack the gene of interest from birth and the
knockout is 100%. However, the C3-siRNA induced pharmaceutical
down-regulation starts with the first injection and mice have a low
amount of remaining C3 like patients undergoing drug treatment. This
suggest that C3 could be a suitable drug target in certain mechanisms
of albuminuria.
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5.1 | Perspectives

Our data underscore the complexity of the complement system in
hypertensive end-organ damage. There is a clear induction and up-
regulation of C3 in hypertension in mice and men. C3 deficiency low-
ered albuminuria in the early phase of hypertension in two different
models of hypertension and by two different approaches. However,
this effect diminished with duration of hypertension and C3 defi-
ciency did not result in reduced structural renal and cardiac end
organ damage. Future studies are needed to examine why C3 alters
early and not later albuminuria in hypertension. Several therapeutics
targeting the complement system are presently in different stages of
clinical development (Salvadori et al., 2015). Our study clearly dem-
onstrates that C3 does not lower blood pressure and is not a thera-
peutic target in severe hypertensive end organ damage found in the
used models. It has to be examined whether C3 may serve as marker
of renal injury. The present data suggest that targeting complement
may not be useful in treating albuminuria in severe hypertensive kid-
ney disease given the lack of difference at longer time points. How-
ever, it has to be evaluated by which mechanisms C3 inhibition
lowers early albuminuria and whether targeting complement will be
useful to treat albuminuria in less severe models of arterial hyperten-
sion or other non-hypertensive models of renal injury since albumin-
uria is the most important risk factor for progression of chronic
kidney disease.
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