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1. Arbeitshypothese und Zielsetzung

Wahrend die Funktion des ATi-Rezeptors relativ gut erforscht ist, war die
Funktion des AT,-Rezeptors lange Zeit weitestgehend unklar. Dies lag vor
allem daran, dass die zahlreichen, publizierten Versuche unter Verwendung
des AT,-Antagonisten PD123319 widersprichliche Ergebnisse lieferten. Es
konnte somit nicht endgultig bewiesen werden, ob der AT,-Rezeptor
protektiv [1-4], schadlich [5-9] oder wirkungslos [10] ist. Um die Funktion des
AT,-Rezeptors ndher zu charakterisieren, musste man sich also von Hemm-
stoffen wie dem PD123319 I6sen. Aus diesem Grund wurden Versuche mit
AT,-Knockout-Méausen auf FVB-Hintergrund durchgefuhrt, um anhand der
Folgen einer AT,-Rezeptor-Defizienz Rickschlisse auf die Funktion des
AT,-Rezeptors ziehen zu kdnnen. Hierbei zeigte sich, dass AT,-Rezeptor-
Defizienz Nierenschaden, Fibrose und Inflammation nach renaler Ablation
aggraviert und zu erhéhter Mortalitat fihrt [11]. Das impliziert, beweist
jedoch noch nicht, dass AT,-Rezeptor-Stimulation antiinflammatorisch,
antifibrotisch und somit nephroprotektiv ist. Da Angiotensin Il sowohl an den
AT,- als auch an den ATi-Rezeptor bindet, ist es fur derartige Stimulations-
versuche des AT,-Rezeptors nicht geeignet. Mit einer Bindungskonstanten
Ki von 0,4 nM fir den AT,-Rezeptor und einer K; von mehr als 10 uM fir den
AT;i-Rezeptor ist Compound 21 (C21) der erste nicht-peptiderge, hoch-
selektive AT,-Agonist, der Ratten mit einer Halbwertszeit von vier Stunden
parenteral appliziert wurde [12]. Im Rahmen von Stimulationsversuchen
wurde bereits gezeigt, dass die selektive Stimulation des AT,-Rezeptors mit
Compound 21 sowohl neuro- [13] als auch kardioprotektiv [14] ist.

Ziel meiner Dissertation ist es, im Modell der unilateralen Ureterobstruktion
zu priufen, ob die Stimulation des AT,-Rezeptors mit dem selektiven AT,-
Agonisten Compound 21 antiinflammatorisch, antifibrotisch und somit
nephroprotektiv wirkt.

Da Compound 21 bislang nur bei Ratten parenteral oder intraperitoneal
appliziert wurde, muss zunachst Uberprift werden, ob es Mausen mit einer

24-Stunden-Wirksamkeit oral Gber das Futter appliziert werden kann.



2. Einleitung

2.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)
Die Protease Renin spaltet von dem in der Leber gebildeten
Angiotensinogen das Dekapeptid Angiotensin | ab, welches durch das
Angiotensin-Konversionsenzym (ACE) in das Oktapeptid Angiotensin Il
umgewandelt wird. Angiotensin |l bindet hauptsachlich an zwel
Rezeptoren: den AT;- und den AT,-Rezeptor. Uber den G-Protein
gekoppelten AT;-Rezeptor fuhrt Angiotensin Il zu Entzindung, Vaso-
konstriktion, Albuminurie und zur Bildung von O,-Radikalen. Hemmt man
diese schadlichen Funktionen des AT;-Rezeptors mit ATi-Antagonisten,
so fuhrt dies durch den Wegfall des negativen Feedbacks zu einer
Erhohung der Renin-Ausschittung. Die Funktion des AT,-Rezeptors ist
hingegen weitestgehend unklar. Es ist jedoch bekannt, dass der AT,-
Rezeptor bei Inflammation und anderen pathologischen Prozessen hoch-

reguliert wird [15].
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung des Renin-Angiotensin-Systems.



Angiotensin |l fuhrt zudem zu der Freisetzung des Mineralokortikoids
Aldosteron in der Zona glomerulosa der Nebenniere, welches durch
vermehrten Einbau von ENaC-Kandlen die Natriumreabsorption und
Kaliumausscheidung im distalen Tubulus der Niere fordert. Das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) reguliert durch Natrium- und
Wasserretention die Menge und Zusammensetzung der extrazellularen
Flassigkeit und moduliert somit auch die Hohe des Blutdrucks. Hypotonie,
Hypovolamie, Hyponatriamie, verminderte Nierendurchblutung und

Sympathikusaktivierung fihren zu einer Hochregulierung des RAAS.

2.2 Medizinische Relevanz
Laut dem Bundes-Gesundheitssurvey 1998 leiden in Deutschland 44 %
der Frauen und 51 % der Manner zwischen 18 und 79 Jahren an einer
arteriellen Hypertonie. Somit zahlt die arterielle Hypertonie in Deutschland
zu den so genannten Volkskrankheiten. Da ein arterieller Hypertonus
neben Fettstoffwechselstorungen einer der Hauptrisikofaktoren fir
arteriosklerotische Gefallveranderungen ist, sind die Folgeerkrankungen
vielschichtig. Hypertoniker weisen gegeniber Personen mit normalem
Blutdruck unter anderem ein mehrfach erhdhtes Risiko fur ischdmische
Schlaganféalle (7-fach), eine Niereninsuffizienz (6-fach), eine Herz-
insuffizienz (4-fach) oder Herzinfarkte (3-fach) auf. Auch die Retinopathie
mit fundus hypertonicus oder Durchblutungsstérungen der Beine z&hlen zu

den moglichen Folgeerkrankungen.

2.3 Pharmakologische Modulation des RAAS

2.3.1 ACE-Hemmer
Das Angiotensin-Konversionsenzym (ACE) wurde 1956 von Leonard T.
Skeggs erstmals im Plasma nachgewiesen [16]. In Brasilien isolierte die
Arbeitsgruppe um den Forscher Sergio Ferreira 1967 aus dem Gift der
siidamerikanischen Jararaca-Lanzenotter (lat. bothrops jararaca) das
Bradikinin potenzierende Pentapeptid (BPPs,;) und entdeckte somit den
ersten naturlichen Inhibitor des Angiotensin-Konversionsenzyms [17].
Der Chemiker Miguel A. Ondetti synthetisierte 1977 Captopril, den ersten

oral verfugbaren ACE-Hemmer zur antihypertensiven Therapie [18].



Unter der kompetitiven Hemmung des Angiotensin-Konversionsenzyms
sinken die Angiotensin II-Spiegel. Somit ist sowohl die Stimulation des

AT;- als auch die des AT,-Rezeptors nahezu komplett unterbunden.

2.3.2 ATi-Antagonist
Der erste, oral verfiigbare AT;-Antagonist Losartan, ein Imidazolderivat
mit Diphenyltetrazolgruppe, wurde von DuPont (wilmington, DE, USA)
entdeckt [19] und 1995 von DuPont Merck auf den deutschen Markt
gebracht. Unter selektiver Blockade des AT;-Rezeptors fallt der negative
Feedback weg, wodurch die relative Renin-Expression und in der Folge
auch die Angiotensin II-Spiegel ansteigen. Unter dieser AT;-Rezeptor-
Blockade kann das Angiotensin Il lediglich an den AT,-Rezeptor binden.
Folglich ist die Stimulation des AT,-Rezeptors unter AT;-Rezeptor-
Blockade verstarkt. Ware der AT,-Rezeptor tatsdchlich nephroprotektiv,
so wirde man vermuten, dass die Therapie mit AT;-Antagonisten der
Therapie mit ACE-Hemmern Uberlegen ist, da nur bei ersterer der
protektive AT,-Rezeptor stimuliert wird. Diese Hypothese wurde bislang
noch nicht in einer Superiority Studie Uberprift. In einer Non-Inferiority
Studie (ONTARGET [20]) wurde gezeigt, dass der AT;-Antagonist
Telmisartan dem ACE-Hemmer Enalapril nicht unterlegen und weniger
haufig mit Angiobdemen assoziiert ist [20]. Die Kombination beider
Medikamente brachte keinen zusatzlichen Benefit, fihrte jedoch
vermehrt zu Nebenwirkungen [21]. Es ist zu kléaren, ob das kdrpereigene
Angiotensin Il den AT,-Rezeptor unter selektiver AT,-Rezeptor-Blockade
ausreichend stimuliert oder ob fir einen nachweisbaren Effekt ein

selektiver AT,-Agonist erforderlich ist.

2.3.3 Renin-Inhibitor
Aliskiren (Novartis, Basel, Schweiz), der erste humane Renin-Inhibitor, ist seit
2007 als neue Substanzklasse zur antihypertensiven Therapie auf dem
europaischen Markt zugelassen. Unter der Hemmung von Renin, dem
geschwindigkeitsbestimmenden Faktor des RAAS, ist das komplette
RAAS inklusive aller Isoenzyme gehemmt [22]. Somit ist sowohl die

Stimulation des AT;- als auch die des AT,-Rezeptors unterbunden.



2.4 Neue Therapieoption — Stimulation des AT,-Rezeptors

Der AT,-Rezeptor besitzt sieben Transmembrandomanen, ist jedoch mit
keinem der klassischen Second Messenger wie cAMP oder Inositol-
triphosphat gekoppelt. Uber die Frage, ob der AT,-Rezeptor an ein Gi-
Protein gekoppelt ist besteht keine Einigkeit [12]. Der AT,-Rezeptor weist
eine deutlich niedrigere Expression als der AT;-Rezeptor auf [23]. In den
meisten fetalen Geweben ist der AT,-Rezeptor hoch exprimiert. Die
AT,-/AT;-Rezeptor-Ratio sinkt nach der Geburt jedoch dramatisch ab [24-
25]. Dies lasst eine Beteiligung des AT,-Rezeptors an der fetalen
Entwicklung vermuten. Unter folgenden pathologischen Bedingungen ist
auch beim Erwachsenen die Expression des AT,-Rezeptors hochreguliert:
Herzinsuffizienz, Niereninsuffizienz, Gehirnschaden [12], Myokardinfarkt
[26], vaskulare Erkrankungen [27] und Wundheilung [28]. Die Wirkung des
AT,-Rezeptors erscheint oft gegensétzlich zu der des AT;-Rezeptors [12].
Im Erwachsenen fihrt die Aktivierung des AT,-Rezeptors zu folgenden
Effekten: Vasodilatation, Inhibition der Zellproliferation, extrazellulares
Matrix-Remodeling, axonale Regeneration und Induktion des program-
mierten Zelltods [12].

2.4.1 AT,-Agonist
Der erste nicht-peptiderge, selektive AT,-Agonist Compound 21 wurde
im schwedischen Uppsala entwickelt und ist Uber Vicore Pharma
(Goteborg, Schweden) erhéltlich [14]. Compound 21 leitet sich von dem nicht-
selektiven AT1/AT,-Rezeptor-Agonisten L-162,313 ab und wurde mit der
hdchsten Affinitdt und Selektivitat fir weitere in vitro und in vivo Studien
gewahlt [12]. Mit einer Bindungskonstanten K; von mehr als 10 uM fir
den AT;-Rezeptor und einer K; von 0,4 nM flr den AT,-Rezeptor betragt
die sogenannte AT1/AT,-Ratio > 25 000 [12]. Die Halbwertszeit des AT -
Agonisten Compound 21 liegt in der Ratte zwischen 3 und 6 Stunden,
wéahrend die Bioverfligbarkeit bei oraler Applikation 20-30% betragt [12].
NG 108-15 Zellen exprimieren nachweislich nur den AT,-Rezeptor [29-
30]. In vitro fuhrte die Stimulation dieser Zellen mit 0,1 uM Compound 21
zum Auswachsen und zur Ausdehnung von Neuriten, zur Modulation der

neuronalen Erregbarkeit sowie zur Férderung der Zell-Migration [29-30].



Diese Effekte sind durch den AT,-Antagonisten PD 123319 hemmbar,
was beweist, dass sie auf der Stimulation des AT,-Rezeptors durch
Compound 21 beruhen [29-30]. Es wurde bereits in spontan
hypertensiven, Schlaganfall anfélligen Ratten (SHRSPs) gezeigt, dass
Compound 21 nach induziertem Schlaganfall zu einer signifikanten
Reduktion des ischamischen Gebietes und der Mortalitat fuhrt [13].
Zudem zeigte Compound 21 auch nach induziertem Myokardinfarkt in
Wistar Ratten einen Benefit, welcher sich durch eine verbesserte
diastolische und systolische Ventrikelfunktion sowie eine signifikant
kleinere Infarktnarbe &ufRerte. Die signifikante Reduktion des Chemokins
MCP-1 und des granulozytaren Enzyms Myeloperoxidase lassen zudem

eine antiinflammatorische Wirkung vermuten [14].



3. Material und Methoden

3.1 Versuchsbeschreibungen
3.1.1 Wahl der Applikationsart

Da Mause laut Literatur als dammerungs- bzw. nachtaktiv gelten und
somit hauptsachlich nachts fressen, wurde zunachst untersucht wie sich
die Plasmaspiegel nach morgendlichem Absetzen des Compound 21-
Spezialfutters im Tagesverlauf verhalten. Klinisch relevant ist unter
anderem nach welcher Zeit die Compound 21-Plasmaspiegel auf die
Halfte abgesunken sind.

Absetzen des
Spezialfutters

12:00 16:00 20:00

[Uhrzeit]

¢-—--—=-=—=-=--9 ® ® °
'
7-tagige Therapie T T T T
mit Compound 21- \_ _/
~

Spezialfutter
alle 4 Stunden Blutentnahme;
Bestimmung der Compound 21-Plasmaspiegel

Abb. 2: Versuchsskizze — Plasmaspiegel-Abfall nach Absetzen des Spezialfutters.

Fur die nachfolgenden Versuche ist eine 24-Stunden-Wirksamkeit mit
konstanten, wirksamen Plasmaspiegeln unerlasslich. Um zu Uberprtfen,
ob diese trotz Nachtaktivitat bei oraler Applikation des AT,-Agonisten
Compound 21 in Form von Spezialfutter gewéhrleistet ist, wurden zudem
die Plasmaspiegel morgens um 8 Uhr und abends um 20 Uhr bestimmt
und miteinander verglichen. Das Compound 21-Spezialfutter wurde

dabei tagsuber nicht abgesetzt.

8:00 12:00 16:00 20:00
t ________ f T @ o [Uhrzeit]
Y
7-tagige Therapie T
mit Compound 21- . -
Spezialfutter ~

Blutentnahme um 8 und 20 Uhr;
Bestimmung der Compound 21-Plasmaspiegel

Abb. 3: Versuchsskizze — 24-Stunden-Wirksamkeit.



3.1.2

3.1.3

Hauptversuch - Unilaterale Ureterobstruktion (UUO)

Dieses gut reproduzierbare, weit verbreitete Modell stellt fur die
Ermittlung der optimalen Dosis des neuen AT,-Agonisten Compound 21
ein gutes Modell einer Nierenerkrankung dar. Die im UKE gezilchteten
FVB-Mause werden im Alter von 8 Wochen in die spezifisch Pathogen
freie Barriere gebracht. Nach einer einwdchigen Eingewthnungsphase
werden die Mause gewogen, markiert und in die folgenden sechs
Gruppen randomisiert:

1. scheinoperierte Mause (Kontrollen)

2. UUO ohne Therapie

3.-6. UUO unter Therapie mit vier verschiedenen Dosen Compound 21

Nach einwochiger Therapie erfolgt die UUO, eine Abbindung des rechten
Ureters. Der resultierende Harnstau fuhrt zu Inflammation [31] und
Fibrose [32]. Sieben Tage nach der UUO erfolgt die Organentnahme.

-7 0 7
¢ } ®  [Tage]
Therapiebeginn uuo Organentnahme

Abb. 4: Versuchsskizze — Unilaterale Ureterobstruktion (UUO).

Positivkontrolle mit Losartan und Aliskiren

Unter identischen Rahmenbedingungen erfolgt eine Positivkontrolle mit
dem AT;-Antagonisten Losartan, welcher bereits in Ratten in dem Modell
der unilateralen Obstruktion einen nephroprotektiven Effekt zeigte [33]
und als Positivkontrolle diente [34-35]. Als zweite Positivkontrolle wird
der Renin-Inhibitor Aliskiren verwendet, dessen nephroprotektive

Wirkung in diesem Modell noch nicht belegt ist.



3.14

3.1.5

Versuchsdurchfuhrung in einem anderen Mausstamm

Da 7 Tage nach der UUO auch die Positivkontrolle mit Losartan und
Aliskiren keinen Benefit brachte, wurde der Versuch erneut in dem haufig
verwendeten Mausstamm C57BL/6 durchgefiihrt. Um die Wirkung des
AT;-Antagonisten Losartan und des Renin-Inhibitors Aliskiren auch zu
einem friheren Zeitpunkt der Nierenschadigung, an Tag 3 nach UUO,
untersuchen zu kénnen, wurde der Versuch zweigeteilt. Somit konnten
zwei voneinander unabhangige Versuche gleichzeitig unter identischen

Rahmenbedingungen durchgefuhrt werden.

C57BL/6-Méause

\ 4
Therapiebeginn UUO Organentnahme

-7
L

T

Therapiebeginn U

.
®  [Tage]

cC —> e O

o Organentnahme

Abb. 5: Versuchsskizze — UUO (3 vs. 7 Tage) in C57BL/6-Mausen.

Vorzeitige Organentnahme an Tag 3 nach UUO

Die zweizeitige Organentnahme an Tag 3 und 7 nach UUO in C57BL/6-
Mausen zeigte, dass die Positivkontrolle an Tag 7 auch in diesem héufig
verwendeten Mausstamm negativ, an Tag 3 jedoch tendenziell positiv
ausfallt. Aus diesem Grund wurde die nephroprotektive Wirkung der
Positivkontrollen, Losartan und Aliskiren, abschlieRend auch in FVB-
M&ausen in dieser friheren Phase des Harnstaus untersucht. Zudem
wurde auch die gemaR pharmakologischen Uberlegungen ideale Dosis

des AT,-Agonisten Compound 21 auf Nephroprotektion hin getestet.



3.2 Tierexperiment

3.21

3.2.2

3.2.3

Tierversuchsgenehmigung
Fir die unter 3.1 beschriebenen Versuche ist eine Tierversuchs-

genehmigung vorhanden (69-08).

Versuchstiere

Sowohl die verwendeten FVB- als auch die C57BL/6-Mause entstammen
UKE-internen Zuchtlinien und werden Uber ein Computerprogramm
namens T-Base verwaltet. Fiur die Versuche werden nur ménnliche
Mause verwendet. Eine Woche vor Versuchsbeginn werden sie von der
Zucht in die spezifisch Pathogen freie Barriere gebracht. Nach einer
einwdchigen Eingewdhnungsphase werden die M&use gewogen,
randomisiert und durch spezifische Ohrlochung markiert.

Haltungsbedingungen

In der spezifisch Pathogen freien Barriere werden die Mause in einem
offenen Regalsystem mit mindestens 10-15 Luftwechseln pro Stunde
gehalten. Pro Kafig mit Einstreu (1284L, Eurostandard Typ Il long; Tecniplast,
HohenpeiRenberg, Deutschland) befinden sich 2-4 Mause. Die Kafige sind mit
einem Gitterdeckel verschlossen. Als so genanntes Enrichment erhalt
jeder Kafig ein Plastikhaus sowie Zellstoff als Nestbaumaterial. Nach der
Randomisierung werden die Gruppen aufmerksam beobachtet, um
Bissverletzungen friihzeitig zu erkennen und diese gegebenenfalls durch

Trennung der Gruppe zu unterbinden.

Tabelle 1: Haltungsbedingungen

Temperatur 22+2°C
Luftfeuchtigkeit 55+ 15%
Beleuchtung < 250 lux im Raum
Hell-Dunkel-Zyklus alle 12 Stunden
Geréausche <60dB
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3.24

3.2.5

3.2.6

3.2.7

Bestimmung des Korpergewichtes
Das Korpergewicht wird bei Therapiebeginn, am Tag der UUO und bei
Organentnahme mit einer handelsublichen Kichenwaage bis auf zwei

Nachkommastellen bestimmt und notiert.

Verwendetes Futter

SSniff Standardmausfutter R/M-H (ssniff, Soest, Deutschland).

Compound 21-Spezialfutter
Das von der Tierhaltung verwendete Standardmausfutter R/M-H wurde
vom Hersteller ssniff mit zuvor abgewogenen Mengen des wasser-
l6slichen AT,-Agonisten Compound 21 (vicore Pharma, Goteborg, Schweden)
versetzt und jeweils mit unterschiedlichen Lebensmittelfarben gefarbt.
1. 10 mg Compound 21 auf 5 kg Futter — 2 mg C21/kg Futter

gelbe Lebensmittelfarbe

2. 50 mg Compound 21 auf 5 kg Futter — 10 mg C21/kg Fultter.
grine Lebensmittelfarbe

3. 150 mg Compound 21 auf 5 kg Futter — 30 mg C21/kg Fultter.

rote Lebensmittelfarbe

4. 500 mg Compound 21 auf 5 kg Futter — 100 mg C21/kg Fultter.

blaue Lebensmittelfarbe

Das Futter wird im Kuhlraum bei 4 °C gelagert.

Verwendetes Trinkwasser

Jeder Kafig erhalt zweimal pro Woche frisches Leitungswasser in zuvor
sterilisierten Trinkwasserflaschen.

Postoperativ wird das Trinkwasser drei Tage lang mit dem Analgetikum
Novalminsulfon-ratiopharm (500 mg Metamizol-Natrium 1 H,0/ml, 1 ml ~ 20 Tropfen;

ratiopharm, Ulm, Deutschland) vermengt. Dosierung: 16 Tropfen ad 300 ml.
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3.2.8

3.2.9

Losartan-Therapie

Der AT;-Antagonist Losartan (MSD, Haar, Deutschland) wird mit einer
Feinwaage (R 160 P; Sartorius, Aubagne Cedex, Frankreich) in 1,5 ml Eppendorf-
ReaktionsgefalRe (Eppis) abgewogen und in der Barriere des Tierstalls
mit jeweils 300 ml Trinkwasser vermengt.

- 150 mg Losartan ad 300 ml Trinkwasser = 500 mg Losartan/|

Aliskiren-Therapie

Um eine Dosis von 50 mg Aliskiren (Novartis, Basel, Schweiz) pro kg
Korpergewicht (KG) mittels mikro-osmotischer Pumpen (Alzet Modell 1002;
DURECT Corporation, Cupertino, CA, USA) applizieren zu kdnnen, muss zunachst
anhand des durchschnittlichen Koérpergewichtes, sowie der in der
Packungsbeilage angegebenen durchschnittlichen Foérderrate und des
durchschnittlichen Fillvolumens der Pumpen das Mischverhéltnis von
Medikament und sterilem Wasser bestimmt werden. Hierzu dient eine
speziell konfigurierte Excel-Tabelle (version 2002, Microsoft, Redmond, WA, USA),

welche als Tabelle 2 auf der folgenden Seite exemplarisch aufgefihrt ist.

N

ﬁw S
% e R

Abb. 6: Strukturformeln der verwendeten Medikamente:
A: AT,-Agonist Compound 21 (Quelle: [12]),
B: AT;-Antagonist Losartan (Quelle: wikipedia),
C: Renin-Inhibitor Aliskiren (Quelle: wikipedia).
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Tabelle 2: Berechnung von Ansatzmenge und Konzentration fir mikro-osmotische

Pumpen; exemplarisch fiir 4 durchschnittlich je 28,0 g schwere Mause

und eine Therapiedosis von 50 mg Aliskiren/kg KG

FD |angestrebte Forderdosis in [mg Aliskiren/kg*Tag] 50
FD’ | Forderdosis in [ng Aliskiren/g*min] 34,72
FD’ = (FD - 1000) : 24 : 60
FV |Fordervolumen in [pl/h] siehe Beipackzettel 0,22
FV’ | Fordervolumen in [pl/min] 0,0037
FV'=FV:60
Volumen der Pumpen in [pl] siehe Beipackzettel 99
V' | bendtigtes Volumen in [ul] inkl. 21 pl Verwurf 120
A | Anzahl der Mause 4
KG |durchschnittliches Kdrpergewicht der Mause in [g] 28,0
K | Konzentration der Forderlésung [ng/ul] 265152
K=(FD - KG):V
M | bendtigte Menge Aliskiren in [mg] pro Tier 31,66
M=V -K-1000 000
Gesamtmenge des sterilen Wassers in [pl] =A -V 480
Gesamtmenge des Aliskirenin [mg] =AM 127,27

Die mikro-osmotischen Pumpen werden am Abend vor der Implantation

unter sterilen Bedingungen unter der Arbeitsbank im Zellkulturlabor mit

der beiliegenden Kantle beftllt, mithilfe von zwei grindlich desinfizierten

Pinzetten zusammengebaut und Uber Nacht in isotone, 0,9%ige NaCl-

LAsung (B.Braun, Melsungen, Deutschland) gelegt.

3.2.10 Verwendete Chemikalien

Die nicht ndher bezeichneten Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt,

D), Sigma-Aldrich (st. Louis, MO, usA) und Th.Geyer (Hamburg, D) bezogen.
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3.3 Operative Verfahren und Organentnahme

3.3.1

3.3.2

3.3.3

Allgemeine OP-Vorbereitung

Zur Narkoseeinleitung wird die Narkosekammer vom Vapor 2000 (brager,
Libeck, Deutschland) mit 3,5 % Isofluran (Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland)
geflutet. Als Tragergas dient medizinischer Sauerstoff. Die narkotisierte
Maus wird gewogen, rasiert und auf einer 38 °C warmen Heizplatte far
den operativen Eingriff fixiert. Die Narkose wird durch einen
Schnautzenaufsatz aufrechterhalten. Die Tiefe der Narkose wird mittels
Zwischenzehenreflex Uberprift. Die Analgesie erfolgt mit Tramal (100 mg
Tramadol-hydrochlorid je 2 ml Ampulle; Grinenthal, Aachen, Deutschland), welches im
Verhaltnis 1:20 mit isotoner NaCl-Losung verdinnt wird. Jeder Maus wird
1 ml dieser Verdunnung subkutan in eine Nackenfalte injiziert.
Postoperativ erfolgt die Gabe von 16 Tropfen Novalminsulfon-ratiopharm

(500 mg Metamizol-Natrium 1 H,0/ml; 1 ml ~ 20 Tropfen) ad 300 ml Trinkwasser.

Implantation mikro-osmotischer Pumpen

Die OP-Vorbereitung erfolgt nach dem unter 3.3.1 aufgeflhrten Schema.
Nach der Rasur des Nackens wird dieser mit Cutasept G (Propan-2-ol 63,0 g;
Bode Chemie, Hamburg, Deutschland) desinfiziert. Es folgt ein 1-2 cm langer
transversaler Schnitt zwischen den Schulterblattern. Unter stumpfer
Praparation wird eine subkutane Tasche prépariert, in die die Pumpe
unter moglichst sterilen Bedingungen implantiert wird. Anschlie3end

erfolgt der Wundverschluss mit einer Metallklammer.

Unilaterale Ureterobstruktion (UUO)

Die OP-Vorbereitung erfolgt nach dem unter 3.3.1 aufgefiihrten Schema.
Von der narkotisierten Maus wird das Koérpergewicht bestimmt und die
rechte Flanke mit einem handelsiblichen Rasierer rasiert. Anschlie3end
wird die Maus linksseitig auf einer 38 °C warmen Heizplatte fixiert und
weiterhin durch einen Schnautzenaufsatz gleichmaflig narkotisiert.

Nach der Desinfektion der rasierten Flanke mit Cutasept G erfolgt ein
lateraler Flankenschnitt. Der Ureter wird vorsichtig freiprapariert, mit
einer Pinzette vom Fettgewebe gelést und mit zwei polyphilen, nicht
resorbierbaren 2-Oer Faden abgebunden. Der Schnitt wird anschliel3end
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3.34

3.3.5

mit einem polyphilen, nicht resorbierbaren 4-Oer Faden subkutan genéht.
Zusatzlich erfolgt eine Klammernaht mit 3-4 Metallklammern. Die M&use

erwachen im angewarmten Kéafig unter Beobachtung aus der Narkose.

Organentnahme

Die OP-Vorbereitung erfolgt nach dem unter 3.3.1 aufgefiihrten Schema.
Die narkotisierte Maus wird gewogen, rtcklings auf einer 38 °C warmen
Heizplatte fixiert und weiterhin durch einen Schnautzenaufsatz gleich-
manRig narkotisiert. Nach einem medianen, pararektalen Bauchdecken-
schnitt wird der Thorax mit einer Schere eroffnet. Zur Blutentnahme wird
die rechte, noch pumpende Herzkammer durch das Diaphragma mit
einer zuvor heparinisierten 1 ml-Spritze punktiert. Das Blut wird direkt in
ein Eppi gefullt und auf Eis gekuhlt. Die Nieren werden freiprapariert und
entnommen. Nach Entfernung der Nierenkapsel wird das jeweilige
Gewicht bestimmt. Auf Hohe des Nierenhilus wird eine circa 0,2 cm dicke
Scheibe mit einem Skalpell herausgeschnitten und fiir die histologische
Auswertung Uber 24 Stunden in jeweils 4 ml 4%igem Formalin bei 4 °C
im Kuhlschrank fixiert. Das restliche Nierengewebe wird in einem sterilen
Eppi auf Eis gekuhlt. Die narkotisierte Maus wird durch Genickbruch
getotet. Im Labor wird das Blut 10 Minuten lang bei 3500 rpm und 4 °C
zentrifugiert (Centrifuge 5417R; Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Das entstandene
Plasma wird abpipettiert und bei -20 °C weggefroren. Mit einem sterilen
Skalpell wird der Kortex des gekihlten Nierengewebes vom Nierenmark
separiert. Dies geschieht in sterilen, auf Eis gekihlten Petrischalen, um
eine Kontamination mit RNasen oder Fremd-RNA zu vermeiden. Der
Kortex wird in einem Schraubeppi in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80 °C weggefroren.

Gewinnung und Analyse von Plasma

Die nach der Organentnahme bei -20 °C weggefrorenen Plasmaproben
werden bei Raumtemperatur schonend aufgetaut und 10 Minuten lang
bei 3500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Im Zentrallabor werden Kreatinin
und Harnstoff-N aus jeweils 150 pl Plasma mit einem Autoanalyzer

(Hitachi 717; Roche, Mannheim, Deutschland) bestimmit.
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3.3.6 Bestimmung der Plasmaspiegel
Die Compound 21- Plasmaspiegel wurden in der Pharmakologie des
UKEs von Dr. med. Edzard Schwedhelm aus jeweils 150 pl Plasma
bestimmt. Dies geschieht nach dem Protokoll der oralen Absorptions-
studie von Compound 21 von Wan Y et al., deren Ergebnisse unter dem
Titel ,Design, Synthesis, and Biological Evaluation of the First Selective
Nonpeptide AT, Receptor Agonist® 2004 im ,Journal of Medicinal
Chemistry (47): 5995-6008“ [12] verdffentlicht wurden. Die Plasma-
spiegel werden durch LC-MS/MS analysiert. Hierzu werden eine
Mikropumpe und ein Autoanalyser (beide: Serie 200; Perkin-Elmer, Beaconsfield, UK)
an die ,Turbo lonSpray* Quelle eines Triple-Quadrupol-Massen-

spektrometers (API 365; Applied Biosystems, Warrington, UK) gekoppelt [12].

3.3.7 Bestimmung der Angiotensin I-Plasmaspiegel
Das bei -20 °C weggefrorene Plasma wurde auf Trockeneis zu PhD Jan
Danser in die pharmakologische Abteilung in Rotterdam geschickt. Die
Angiotensin I-Plasmaspiegel wurden nach dortigem, standardisiertem
Protokoll bestimmt.

3.4 Genexpression

3.4.1 RNA-Isolation
Das im Kuhischrank bei 4 °C gelagerte TRIZOL (invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
wird auf Raumtemperatur equilibriert. Zunéchst werden unter dem Abzug
pro Probe jeweils 500 pl TRIZOL in zuvor beschriftete Eppis vorgelegt.
Die zu bestimmenden Gewebeproben befinden sich in Schraubeppis bei
-80 °C im Gefrierschrank und werden in einer mit Trockeneis gefillten
Styroporbox ins Labor tberfuhrt. Mittels desinfizierter Pinzette und eines
sterilen Skalpells wird auf einer sterilen Petrischale ein kleines Gewebe-
stuck entnommen und in das mit 500 pl TRIZOL gefillte Eppi gegeben.
Pinzette und Skalpell werden mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Die
Petrischale wird durch eine neue sterile ersetzt. Das Restgewebe wird
auf dem Trockeneis gekunhlt und letztlich erneut bei -80 °C weggefroren.
Nun wird das Gewebe in dem TRIZOL mdglichst gleichmaRig lysiert.
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Hierzu wird je Eppi eine Wolframcarbid-Kugel (3mm, #69997; Qiagen N.V., Venlo,
Niederlande) mit einer desinfizierten Pinzette hinzugegeben. Diese lysiert
das Gewebe bei zweimaliger ,Rittlung® im TissueLyser von Qiagen
(jeweils 1 Minute bei 300/min) sehr gleichmaRig. Um die Proteine
ausfallen zu lassen, werden jeweils 100 pl Chloroform hinzupipettiert.
Nachdem die Eppis geschiittelt wurden, werden sie 15 Minuten lang bei
4 °C und 10 000 g zentrifugiert (Centrifuge 5417R; Eppendorf, Hamburg, Deutschland).
Die nun entstandene obere wassrige Phase, die die von Protein befreite
RNA enthalt, wird unter Vermeidung der Interphase in ein neues Eppi
Uberfuhrt. Inter- und untere Phase werden im Phenol-Abfall entsorgt.
Nun wird die RNA von weiteren Stoffen separiert. Da RNA in Isopropanol
nicht lésbar ist und nach Zentrifugation am Boden des Eppis aggregiert,
werden 200 pl Isopropanol zu der zuvor separierten oberen Phase
hinzugefugt. Die Eppis werden geschuttelt und 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit werden die
Eppis 10 Minuten lang bei 4 °C und 10 000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wird mit der 200 pl-Pipette (PIPETMAN, Gilson, Middleton, WI, USA) Vorsichtig
entfernt und im GIT-Abfall entsorgt. Das zurlickgebliebene RNA-Pellet
wird in 500 pl eiskaltem, 80%igem Ethanol resuspendiert und auf Eis
gekihlt. Um samtliche Isopropanol-Rickstéande auszuwaschen erfolgt
erneut eine 10-minliitige Zentrifugation bei 4 °C und 10 000 g. Die Uber-
stande werden im GIT-Abfall entsorgt. Das Pellet wird erneut in 500 pl
des eiskalten Ethanols resuspendiert. Dieser Waschschritt wird ein
weiteres Mal durchgefuhrt. Die mit Ethanol resuspendierten Pellets
werden dieses Mal 10 Minuten lang in der 4 °C kalten Zentrifuge bei
Fullspeed zentrifugiert, damit die Pellets mdglichst fest am Boden des
Eppis aggregieren. Die Uberstande werden wie zuvor entsorgt. Nachdem
maoglichst viel Ethanol ohne Verlust des Pellets abpipettiert wurde, erfolgt
die Trocknung der Pellets flr etwa 5 Minuten in der SpeedVac (DNA 110;
Savant, Osterville, MA, USA). Zur erneuten Resuspendierung des getrockneten
RNA-Pellets wird RNase out (invitrogen, Carlsbad, CA, USA) mit RNase-freiem
Wasser im Verhaltnis 1:100 gemischt. Jedes Pellet wird in jeweils 25 pl
dieser Losung resuspendiert und anschlieRend eine Stunde lang auf Eis
gekuhlt.
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3.4.2

3.4.3

Konzentrationsbestimmung der RNA

Fir die Konzentrationsbestimmung mit dem UV Spektrometer Gene
Quant pro (Amersham Pharmacia Biotech, Wien, Osterreich) werden 100 pl bendtigt.
Die isolierte RNA wird im Verhéltnis 1:20 mit RNase freiem Wasser
gemischt. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgt photometrisch
bei 230 nm und einer Schichtdicke von 10 mm. Das Ergebnis tragt die
Einheit pg/ul. Um Verunreinigungen zu vermeiden, wird die Klvette nach

jeder Probe sorgfaltig mit destilliertem Wasser gespililt.

cDNA-Synthese

Anhand der photometrischen Konzentrationsbestimmung wird die auf Eis
gekihlte RNA zunachst mit RNase freiem Wasser jeweils auf eine
Konzentration von 100 ng/ul gebracht. Dann werden Mastermix | und Il
fur die Anzahl der Proben + 2 Reserven angesetzt (siehe Tabelle 3). Die
synthetisierte cDNA reicht fur 5 Primer sowie 18S als Housekeeping-Gen

und kann bei Bedarf auch doppelt angesetzt werden.

Tabelle 3: Rezept fir Mastermix | und Il pro Probe (einfacher Ansatz)

Mastermix | Mastermix Il
8 ul RNase freies Wasser 4 ul 5 x First strand buffer
(Aqua, B.Braun, Melsungen, Deutschland) (28025-013; Invitrogen)

1 pl Random Hexamer primer (100 ng /ul) | 2 ul 0,2 M DTT

(300 pg, 3 pg/pl, 48190-011; Invitrogen) (28025-013; Invitrogen)
1 pl dNTP-Mix (10 mM) 1 pl RNase out (40 U/ul)
(100 mM dNTP set, 10297-018; Invitrogen) (20777-019; Invitrogen)
1 pl MLV-RT

(28025-013; Invitrogen)

Zunachst werden in 500 pl-Eppis jeweils 10 ul gevortexter Mastermix |
vorgelegt. Anschliel3end werden jeweils 2 pl der zu analysierenden, auf
Eis gekihlten und zuvor kurz gevortexten RNA hinzupipettiert. Die Eppis
werden 1-2 Sekunden (s) lang bei mittlerer Geschwindigkeit gevortext
und 5 s lang mit einer Tischzentrifuge (Centrifuge 5415D; Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) runterzentrifugiert. Danach erfolgt die Denaturierung 5 Minuten

lang bei 65 °C in der PCR-Maschine (T-Gradient; Biometra, Gottingen, Deutschland).
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3.4.4

Anschliel3end werden die Eppis 5 Minuten lang auf Eis gekuhlt. Dann
werden jeweils 10 pl Mastermix Il hinzupipettiert. Nach erneutem
Vortexen und Runterzentrifugieren erfolgt die cDNA-Synthese in der
PCR-Maschine nach folgendem Programm: 50 min 37 °C; 15 min 70 °C;
Pause 4 °C. Die fertig synthetisierte cDNA wird bis zur Durchfihrung der
Realtime RT PCR bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert und kann danach bei

-20 °C weggefroren werden.

Realtime RT-PCR

Bei der relativen Quantifizierung wird die Expression des Zielgens auf die
des Referenzgens bezogen. Als Referenzgen, auch Housekeeping-Gen
genannt, dient haufig 18S ribosomale RNA (18S rRNA), da sie konstitutiv
exprimiert und nicht reguliert wird. Zunachst wird ein Belegungsplan fur
die 96 Loch-Platte erstellt, welcher anschlielRend auch in das Programm
der Realtime RT-PCR-Maschine (StepOnePlus Real-Time PCR System; Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) Ubertragen wird.

B|7|7|8|8|]9|9|10[10|121|11 12|12 1. Primer
C|13|13|14|14|15|15| 16| 16 neg | neg (18S)
D

Fl 7|78 8|9 |9 |10|10|11| 11|12 12 2. Primer
G |13|13 |14 |14 |15 |15 | 16| 16 neg | neg
H

Abb. 7: Exemplarischer Belegungsplan fur 96 Loch-Platte.

AnschlieRend wird fir jeden Primer gemal3 Tabelle 4 ein Mastermix
angesetzt. Da je Probe eine Doppelbestimmung und je Primer eine
doppelte Negativkontrolle erforderlich ist und zudem 4 Reserveldcher
eingeplant werden sollten, gilt folgende Formel fir die Berechnung:
(Anzahl der Proben) - 2 + 2 Negativkontrollen (neg) + 4 Reserven.
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Tabelle 4: Mastermix-Rezept
je Loch

Mastermix

6,25 ul SYBR Green
(11733-046; Invitrogen)

1,25 pl Fw Primer 1 uM

1,25 pl Rev Primer 1 uM

(Invitrogen; (siehe 2.4.5))

0,25 pl ROX
(11733-046; Invitrogen)

2,00 pl steriles Wasser

(Aqua; B.Braun)

Die Primer wurden im Labor designed und von Invitrogen (Carlsbad, CA,
usA) hergestellt. Nach dem Ldsen der gelieferten Trockensubstanz wird
der jeweilige Primer in einer Konzentration von 1 mM alliquotiert und bei
-20 °C gelagert. Die Primer werden vor Gebrauch durch eine 1:100-
Verdinnung mit sterilem Wasser auf eine Konzentration von 1 uM

gebracht und kdnnen bei 4 °C gelagert werden.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Primersequenzen

Name Vorwarts (Fw) Ruckwarts (Rev)
18S-rRNA CAC GGC CGG TAC AGT GAAAC AGA GGA GCG AGC GAC CAA A
Fibronektin GCC GTCATTTTC TGC CTC AT GAG AGC TTC CTG TCC TGT AGA G
IP-10

GCC GTCATTTTC TGC CTC AT TGC AGC GGACCGTCCTT
MCP-1

GGC TCA GCC AGATGC AGT TAA [ CCT ACT CAT TGG GAT CAT CTT GCT
PAI-1

GGA CAC CCT CAG CAT GTT CA TCT GAT GAG TTC AGC ATC CAA GAT
Renin

GCTCTG GAG TCCTTG CACCTT |CTT GAG CGG GAT TCG TTC AA

Nach dem Belegungsplan werden je Loch jeweils 11 pl Mastermix
vorgelegt. AnschlieBend werden jeweils 1,5 ul der zugehérigen, auf Eis
gekihlten cDNA (bzw. 1,5 pl steriles Wasser fiur die Negativkontrollen)

hinzupipettiert, so dass sich letztlich 12,5 ul in jedem Loch befinden.
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3.4.5

Fur die Bestimmung der relativen mRNA-Expression der rRNA 18S ist
eine 1:500-Verdinnung der cDNA notwendig, von der ebenfalls 1,5 pl je
Loch zum vorgelegten Mastermix hinzupipettiert werden. Am Ende wird
die 96 Loch-Platte mit einer Folie beklebt und nach 1-mindtiger
Zentrifugation bei 1000 rpm (Thermo Scientific Multifuge 1 S-R; Heraeus, Hanau,
Deutschland) in die Realtime PCR-Maschine gelegt. Das zuvor gespeicherte

Programm wird nun gestartet.

Die Messung dauert bei folgendem Protokoll etwa 2,5 Stunden:
Phase 1. 10 min bei 95 °C
Phase 2: 40 Zyklen a 15 Sekunden (s) bei 95 °C und 1 min bei 60 °C
Phase 3: Bestimmung der Schmelzkurven.

15 s bei 95 °C, 1 min bei 60 °C und 15 s bei 95 °C

Auswertung der Realtime RT-PCR

Differiert die Doppelbestimmung um mehr als einen Zyklus, ist eine
erneute Bestimmung erforderlich. Zunachst bildet man den Mittelwert der
doppelt bestimmten CT-Werte. Subtrahiert man den Mittelwert des zu
bestimmenden Gens von dem 18S-rRNA-Mittelwert, so erhalt man den
ACT-Wert. Subtrahiert man nun von dem Mittelwert der ACT-Werte der
Kontrollmause jeweils den ACT-Wert der anderen Versuchstiere, so
erhalt man den so genannten AACT-Wert. Potenziert man nun die Zahl 2
mit dem AACT-Wert (222€T), so erhalt man die relative Expression des zu

bestimmenden Gens fiur die jeweilige Probe.

8,0
75
7,0
6,5
6,0
55
5,0
4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
15
1,0
0,0

ARNn

0O 4 6 81012 14 16 18 20 22 24 262830 32 34 36 3840
Zyklus

Abb. 8: Amplifikations-Graphen.
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3.5 Histologie

3.5.1 Fixierung des Nierengewebes

3.5.2

Sorensen-Phosphat-Puffer (pH 7,4) wird durch das Lésen von 3,0290 g
Natriumhydrogenphosphat-1-hydrat und 14,1365 g Natriumhydrogen-
phosphat-2-hydrat in 1000 ml destilliertem Wasser hergestellt und ist im
Kihlschrank mehrere Wochen haltbar. Am Tag der Organentnahme wird
durch eine 1:8-Verdinnung von 37%iger Formaldehydldsung (Merck,
Darmstadt, Deutschland) Mit SOrensen-Phosphat-Puffer eine 4%ige Formalin-
I6sung frisch angesetzt. Die bei der Organentnahme entnommene circa
0,2 cm dicke Nierenscheibe wird Uber 24 Stunden in jeweils 4 ml des
4%igen Formalins bei 4 °C im Kiuhlschrank fixiert. Nach der 24-stiindigen
Fixierung werden die Nierenscheiben 3 x 30 Minuten lang mit je 5 ml
,Phosphate-Buffered Saline® (PBS) (Lonza, Basel, Schweiz) bei Raum-
temperatur gewaschen. Um die Diffusion des Formalins aus dem
Gewebe zu beschleunigen werden die R6hrchen dabei auf einer Wippe
(Heidolph Polymax 1040; Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) kKontinuierlich
bewegt. Nach dem dritten Waschschritt wird das PBS erneut verworfen.
Die Nierenscheiben werden mit 5 ml frischem PBS erneut komplett be-

deckt und bis zur Einbettung im Kuhlschrank der Histologie aufbewahrt.

Einbettung des Nierengewebes

Um das Nierengewebe mit Paraffin durchtranken zu kdonnen, muss es
zuvor in Xylol getaucht werden. Da Xylol jedoch nicht wasserloslich ist,
missen die fixierten Nierenscheiben zunachst unter Verwendung einer
Alkoholreihe dehydriert werden. Nach initialem Einweichen in 50%-igem
Ethanol (EtOH) fur 2 Stunden erfolgen die weiteren Schritte nach folgen-
dem Schema tber Nacht in der Citadel 1000 (Shandon, Frankfurt, Deutschland).
Ethanolreihe: Zeit [h]: ’ 2,5 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 15| 1 ‘ 1 ‘ 1,5

EtOH [%]: ‘ 60 ‘ 70 ‘ 96 ‘ 96 ‘ 96 ‘ 100 ‘100‘ 100

Danach wird das Gewebe fur 2 x 1 Stunde und 1 x 1,5 Stunden in Xylol
getaucht und anschlief3end fur 1 und 1,5 Stunden mit warmem, flissigen
Paraffin (Paraplast PLUS; Klinika medical, Usingen, Deutschland) durchtrankt. Es wird
in Blécke gegossen (Tissue-Tek; Sakura, Torrance, CA, USA) abgekuhlt, aus den

Formchen herausgebrochen und von tberstehendem Paraffin befreit.
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3.5.3

3.54

3.5.5

3.5.6

Schneiden der Paraffinblocke

Die eingebetteten Nieren werden mit dem Mikrotom (RM 2255, Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland) in 1,5 um dinne Scheiben geschnitten und
auf Objekttrager tberfuhrt.

Backen der Schnitte
Die Objekttrager werden in ein Bankchen gestellt und Gber Nacht bei
40 °C im Ofen gebacken.

Deparaffinierung

Um die fertig gebackenen Schnitte vom Paraffin zu befreien werden sie
mit ihren Bankchen jeweils 5 Minuten lang in folgenden Flussigkeiten
gebadet: dreimal in Xylol und jeweils zweimal in 100%igem, 96%igem
und 75%igem Ethanol. AbschlieRend werden die Schnitte zweimal fur je
5 Minuten in Aqua dest. gewaschen. (Bei immunhistochemischen
Farbungen erfolgt eine Umrandung mit einem Pap Pen (Roche, Mannheim,

Deutschland) und eine dreimal 10-minudtige Inkubation in PBS.)

PAS-Farbung

Folgende Losungen missen 3 Tage vor der Farbung fir die Hamalaun-
Farbung nach Bohmer angesetzt und tiber Nacht geldst werden:

L6sung 1: 200 ml Aqua bidest. + 10 g Aluminiumkaliumsulfat x 12 H,O

Losung 2: 1,0 g Hamatoxylin (SERVA, Heidelberg, Deutschland) + 10 g Ethanol

Zunachst werden die Schnitte 15 Minuten lang in 1%ige Perjodsaure
(Merck, Darmstadt, Deutschland) (1 g ad 100 ml Aqua dest.) getaucht,
anschlieBend 2-3 Minuten unter flieBendes Leitungswasser gestellt und
mit Aqua dest. gespult. Dann folgt eine 50-minutige Inkubationszeit mit
Schiff'scher Reagenz (sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Nachdem die
Objekttrager in ihrem Bankchen 7-10 Minuten lang unter warmes,
flieBendes Leitungswasser gestellt wurden, werden sie erneut mit Aqua
dest. gespult. Nun erfolgt die Kernfarbung mit Hamalaun nach Béhmer.
Hierzu werden die am Vortag angesetzten Losungen (siehe oben)
gemischt und fir 1 Minute auf die Schnitte pipettiert. Anschliel3end

werden die Schnitte in ihren Bankchen 2 x 2 Minuten lang unter
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3.5.7

flieBendem Leitungswasser gespult. Die Differenzierung der Schnitte
erfolgt in HCL-Ethanol (auf 100 ml 80%igen EtOH kommt 1 ml 25N HCI)
bis keine Farbwolken mehr entstehen. Nach erneutem Spulen mit
Leitungswasser erfolgt eine mikroskopische Kontrolle der PAS-Farbung.
Um die Schnitte zu dehydrieren erfolgt eine aufsteigende Alkoholreihe:
2 min 70%iger, 2 min 96%iger, 2 x 2 min 100%iger, 5 min 100%iger und
10 min 100%iger Ethanol; dann 3 x 5 min Xylol. Erst jetzt konnen die
Schnitte mit Eukitt (O.Kindler, Freiburg, Deutschland) und Deckglaschen
eingedeckelt und bei Raumtemperatur getrocknet werden.

Messung des prozentualen Interstitiumanteils

Mit der an ein Mikroskop (zeiss Axioskop; Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland)
angeschlossenen Kamera (zeiss Axio Cam HRc; AxioVision 3.1) werden je Niere
5 digitale Fotos des PAS-gefarbten Nierenkortex erstellt und gespeichert.
Die Auswertung der Bilder erfolgt mit PowerPoint (version 2002, Microsoft,
Redmond, WA, USA) am Computer. Durch das Auflegen eines Punktrasters
mit 5 x 8 Punkten wird der prozentuale Anteil von Tubulusepithel, -lumen,
Interstitium und Glomeruli ermittelt.

& Y

S

Abb. 9: Messug des prozentualen Interstitumanteils
am Beispiel einer scheinoperierten Maus.
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3.5.8 CD3-Farbung
Das Ziel dieser Farbung ist die Darstellung von CD3-positiven T-Zellen.

Als Positivkontrolle dient Mausmilz.

Ebenso wie bei der PAS-Farbung mussen auch hier die Losungen fur die
Hamalaun-Farbung 3 Tage vorher wie unter 3.5.8 angesetzt werden.
Am Tag der Farbung wird Neufuchsin nach folgendem Rezept angesetzt:
- in einem 15 ml Falcontube: 7,5 ml Aqua dest. + 300 mg Natriumnitrit,

+ 300 ul Neufuchsinstammldsung (4 °c).
- im Becherglas: Falcontube-Inhalt + 800 pl (1) + 150 ml (2).

(1) 250 mg Naphtol-As-Bi Phosphat + 9,375 g NN-Dimethylformamid
(2) TNT-Puffer (pH 8,2-8,4):
9gNaCl+6,35g TRIS + 11 H,O + 1 ml Tween 20 + 25 ml 1IN HCL

Das Bankchen mit den deparaffinierten Schnitten wird in einen Plastik-
messbecher gestellt, welcher mit einem Liter Citratpuffer (pH 6,1) gefillt
ist. Dieser Plastikmessbecher wird erst 35 Minuten lang bei 680 Watt in
der Mikrowelle erhitzt und dann 10 Minuten lang auf Eiswasser gekuhlt.
Anschliel3end werden die Schnitte 3 x 5 Minuten lang mit Leitungswasser
gewaschen. Nun folgt die Umrandung mit dem so genannten Pap Pen.
Die Objekttrager werden in einer feuchten Kammer 3 x 5 Minuten lang
mit PBS gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu blockieren, wird
zunachst normales, 1:20 mit PBS verdinntes goat-Serum (S1000; Linaris,
Wertheim, Deutschland) bei Raumtemperatur fir 30 Minuten auf die Schnitte
pipettiert. Der Primarantikorper (Rabbit polyclonal anti-Mouse CD 3 (Dako
GmbH, Hamburg, Deutschland)) Wird mit normalem goat-Serum (1:20 mit PBS) im
Verhéltnis 1:250 verdinnt. Die Inkubation der Schnitte erfolgt Gber Nacht
bei 4 °C. Am Folgetag wird der Sekundarantikérper (Biotinylated goat
anti-rabbit 1gG (vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)) mit normalem goat-
Serum (1:20 mit PBS) im Verhéaltnis 1:200 verdinnt. Nach dreimaligem
Waschen fur jeweils 10 Minuten mit PBS erfolgt die Inkubation der
Schnitte  mit dem  Sekundarantikérper fur 30 Minuten Dbei
Raumtemperatur. 10 Minuten vor Ablauf der Inkubationszeit wird die
Streptavidin-Alkalische Phosphatase (vectastain ABC-kit; Vector Laboratories,

Burlingame, CA, USA) Vorbereitet. Hierzu werden Substanz A und Substanz B
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jeweils im Verhaltnis 1:100 mit PBS verdunnt, gemischt und 30 Minuten
lang auf Raumtemperatur equilibriert. Nachdem die Schnitte 3 x 5
Minuten lang mit PBS gewaschen wurden, wird die Streptavidin-
Alkalischen Phosphatase fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf die
Schnitte pipettiert. Nach erneutem Waschen mit PBS beginnt die
Farbentwicklung mit dem zu Beginn angesetzten Neufuchsin im Dunkeln
unter gelegentlicher mikroskopischer Kontrolle. Die Dauer betragt 30-40
Minuten. Die Farbentwicklung wird durch zweimaliges Waschen mit
destilliertem Wasser fur je 5 Minuten gestoppt.

Dann erfolgt die Kernfarbung mit Hamalaun nach Béhmer fir 1 Minute.
Hierzu werden die am Vortag angesetzten Ldsungen (siehe 3.5.8)
gemischt und auf die Schnitte pipettiert. AnschlieBend werden die
Schnitte in ihrem Bankchen 2 x 2 Minuten lang unter flieRendem
Leitungswasser gesplilt. Die Differenzierung der Schnitte erfolgt in HCL-
Ethanol (auf 100 ml 80%igen EtOH kommt 1 ml 25N HCI) bis keine
Farbwolken mehr entstehen. Nach erneutem Spullen mit Leitungswasser
werden die Schnitte mit Gummiarabicum (Fluka, Milwaukee, Wi, USA) und

Deckglaschen eingedeckelt und bei Raumtemperatur getrocknet.

Ergebnis:
rot = CD3-Proteinkomplex von CD3-positiven T-Zellen

blau = Zellkerne

>
Sl

Abb. 10: Positivkontrolle der CD3-Farbung: Mausmilz.
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3.5.9 F4/80-Farbung
Ziel dieser Farbung ist die Darstellung des Antigens F4/80 auf murinen

Makrophagen. Als Positivkontrolle dient Mausmilz.

Die Losungen fiur die Kernfarbung mit Hamalaun und das Neufuchsin

werden genauso wie bei der CD3-Farbung angesetzt (siehe 3.5.8).

Zunachst erfolgt eine Antigendemaskierung in 0,05%igem Trypsin-EDTA
fur 15 Minuten bei 37 °C. Anschliel3end werden die Schnitte in 100%-
igem Alkohol von dem Trypsin-EDTA befreit und 3 x 5 Minuten lang in
Tris-Buffered Saline (TBS) gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu
blockieren, wird normales, im Verhaltnis 1:20 mit TBS verdinntes horse-
Serum (S2000; Linaris, Wertheim, Deutschland) fr 30 Minuten auf die Schnitte
pipettiert. Der Prim&rantikorper (rat-anti-mouse F4/80 (AbD Serotec, Kidlington,
UK)) wird mit normalem horse-Serum (1:20 mit TBS) im Verhéltnis 1:300
verduinnt. Die Inkubation erfolgt Gber Nacht bei Raumtemperatur.

Am Folgetag wird der Sekundarantikérper (Biotinylierter donkey anti-rat
IgG (Jackson IR Laboratories, West Grove, PA, USA)) im Verhaltnis 1:200 mit TBS
verdinnt. Die Schnitte werden zunachst 3 x 5 Minuten lang mit PBS
gewaschen. Die Inkubation der Schnitte mit dem zuvor angesetzten
Sekundarantikdrper erfolgt tber 30 Minuten bei Raumtemperatur. Etwa
10 Minuten vor Ablauf der Inkubationszeit wird die Streptavidin-
Alkalische Phosphatase (vectastain ABC-kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
vorbereitet. Hierzu werden Substanz A und Substanz B jeweils im
Verhéltnis 1:100 mit 5 x TBS verdinnt, gemischt und 30 Minuten lang auf
Raumtemperatur equilibriert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die
Schnitte 2 x 5 Minuten lang mit 5 x TBS gewaschen. Anschliel3end wird
die wahrend der vorherigen Inkubationszeit vorbereitete Streptavidin-
Alkalische Phosphatase auf die Schnitte pipettiert und flr 30 Minuten bei
Raumtemperatur belassen. Nach dreimaligem Waschen mit 5 x TBS
erfolgen die 30-minutige Farbentwicklung mit Neufuchsin, die 1-minitige
Kernfarbung mit Hamalaun nach Bohmer, die Differenzierung der
Farbung und das Eindeckeln der Schnitte nach demselben Prinzip wie
bei der CD3-Farbung (siehe 3.5.8).
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Ergebnis:
rot = membranare und zytoplasmatische Farbung von Makrophagen

blau = Zellkerne

el

Abb. 11: Positivkontrolle der F4/80-Farbung: Mausmilz.

3.5.10 Auszahlung CD3- und F4/80-positiver Zellen

3.5.11

3.6

Mit einem Okular (10 x), in welches ein Zahlrasters (0025 x 0025)
eingearbeitet ist, erfolgt die Zahlung der CD3- und F4/80-positiven
Zellen mit dem 40er Objektiv, in 400-facher Vergrél3erung. Je Niere

werden 20 Raster meanderférmig im Nierenkortex ausgezahilt.

Renin-Farbung
Die deparaffinierten Schnitte wurden von PhD Harry van Goor und
Anne-Roos Frenay am University Medical Center Groningen nach

dortigem, standardisiertem Protokoll gefarbt.

Statistik

Alle Daten sind als Einzelwerte mit Mittelwert angegeben. Als signifikant
wurde ein p < 0,05 definiert. Zur graphischen Darstellung und statis-
tischen Auswertung wurde ,GraphPad Prism® (version 5.00, GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) verwendet. Die Signifikanzprifung erfolgte aufgrund der

zum Teil geringen n-Zahlen mit dem ungepaarten t-Test.
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4. Ergebnisse

4.1 Wahl der Applikationsart

Geht man davon aus, dass Mause nachtaktiv sind und nur nachts fressen,
so mussten die Plasmaspiegel bei oraler Applikation im Tagesverlauf stetig
abnehmen. Um dies nachzustellen, wurde den Mausen morgens um 8 Uhr
das Compound 21-Spezialfutter nach einwdchiger Therapie entzogen. Die
Plasmaspiegel des AT,-Agonisten Compound 21 wurden direkt vor sowie
4, 8 und 12 Stunden nach Absetzen des Spezialfutters bestimmit.

Fur diesen Versuch wurde eine Compound 21-Dosis von 10 mg/kg Futter
gewahlt. Klinisch interessant ist, nach welcher Zeit die Compound 21-
Plasmaspiegel auf die Halfte abgesunken sind. Dabei ist zu beachten,
dass es nach Absetzen des Spezialfutters noch zur Resorption des bis
8 Uhr gefressenen Futters aus dem Gastrointestinaltrakt kommit.

Die Plasmaspiegel des AT,-
20~
= Agonisten Compound 21
c (-]
5 151 Absetzen des sind etwa 5 Stunden nach
o Spezialfutters
2 y —2 Absetzen des Spezialfutters
(%] - o
= o auf die Halfte abgesunken.
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Abb. 12: Compound 21-Plasmaspiegel in [nM]
im Tagesverlauf nach Absetzen des
Spezialfutters um 8 Uhr morgens.

Sollten die Mause tagsuber tatsachlich kaum oder gar nicht fressen, so
waren bei oraler Applikation mit Halbierungszeit der Plasmaspiegel von
etwa 5 Stunden keine konstanten Wirkspiegel gewahrleistet. Da fur die
weiteren Versuche jedoch eine 24-Stunden-Wirksamkeit unerlasslich ist,
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wurde Uberpriuft ob die Plasmaspiegel nach einwéchiger Therapie ohne
Absetzen des Spezialfutters morgens um 8 Uhr und abends um 20 Uhr
vergleichbar hoch sind. Fir diesen Versuch wurde ebenfalls eine

Compound 21-Dosis von 10 mg/kg Futter gewahlt.

Die Plasmaspiegel des AT,-
20-
= Agonisten Compound 21
c (-]
< 154 ° betragen sowohl morgens
(@]
2 ° als auch abends durch-
0 104 o N
& ° o schnittlich 11 nM.
S
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)
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Abb. 13: Morgendliche und abendliche

Compound 21-Plasmaspiegel in [nM].
Dies passt zu der Beobachtung, dass die Mause auch tagsuber fressen.
Bei oraler Applikation des selektiven AT,-Agonisten Compound 21 Uber

das Futter sind die Plasmaspiegel folglich Giber 24 Stunden konstant.

4.2 Unilaterale Ureterobstruktion (UUO)
Die folgenden Daten beruhen auf vier voneinander unabhangig durch-
gefuhrten Versuchsdurchgangen mit jeweils 2-3 FVB-Mausen pro

Versuchsgruppe.

Tabelle 6: Gesamtgruppengrof3e nach vier voneinander
unabhangigen Versuchsdurchgéangen

Versuchsgruppe Anzahl der Mause
Schein-OP 6
UUO ohne Therapie 9
UUO unter 2 mg Compound 21/kg Futter 11
UUO unter 10 mg Compound 21/kg Futter 11
UUO unter 30 mg Compound 21/kg Futter 11
UUO unter 100 mg Compound 21/kg Futter 11
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Die Mortalitat betrug in allen vier Versuchsdurchgangen 0 %.

Lediglich eine Maus musste nachtraglich aus der Wertung genommen
werden, da die unilaterale Ureterobstruktion nicht erfolgreich war. Bei
dieser Maus waren weder makroskopisch noch histologisch Anzeichen
eines Harnaufstaus erkennbar. Zudem war weder auf mRNA-Ebene noch

histologisch eine UUO-bedingte Inflammation oder Fibrose nachweisbar.

4.2.1 Dosis-Wirkungs-Kurve
Da bislang keine Daten zur oralen Applikation von Compound 21 (C21)
bei Mausen bekannt sind, wurde zunachst eine Dosis-Wirkungskurve

erstellt. Die Bestimmung der Plasmaspiegel erfolgte nach zweiwdchiger

Therapie.
Mit steigender Dosis
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Abb. 14: Dosisabhédngige C21-Plasmaspiegel in [nM].

4.2.1.1 Dieideale Dosis
Gemaf pharmakologischen Uberlegungen liegt die ideale Dosis eines
Medikaments vor, wenn im Serum der 10-fache Wert der Bindungs-
konstanten K; vorhanden ist. Der AT,-Agonist Compound 21 hat eine K;
von 0,4 nM [12], so dass die C21-Plasmaspiegel idealerweise 4 nM
betragen sollten. Somit entspricht eine Dosis von 2 mg C21/kg Futter

der idealen Dosis, bei der am ehesten ein Effekt zu erwarten ist.

31



4.2.2

4.2.3

Korpergewicht

Das Korpergewicht der gleichaltrigen, mannlichen FVB-M&use wurde am
Tag der Randomisierung in die sechs verschiedenen Versuchsgruppen,
am Tag der unilateralen Ureterobstruktion und am Tag der Organ-

entnahme zur Verlaufskontrolle bestimmt.

Tabelle 7: Durchschnittliches Kérpergewicht (KG) bei Therapiebeginn, bei der
unilateralen Ureterobstruktion und bei der Organentnahme in [g] £ SEM

Therapiebeginn Uuo Organentnahme
Schein-OP 29,2+0,8 29,8+ 0,6 30,1+0,6
ohne Therapie 28,8 0,6 29,6 £0,8 28,4+04
2mgC 21 28,3+0,3 29,3+04 27,7+0,6
10mgC 21 299+1,0 30,7+1,0 28,2+13
30mgC 21 29,1+14 28,7+19 288+11
100mg C 21 29,3+0,7 30,0+0,6 28,7+0,6

Retentionsparameter

Die laborchemische Bestimmung der Retentionsparameter im Plasma
ermoglicht lediglich eine Aussage uber die Funktion der kontralateralen
Niere ohne Ureterobstruktion. Sollten die Kreatinin- und Harnstoff-N-
Werte im Modell der unilateralen Ureterobstruktion unter der Therapie
mit dem neuen selektiven ATj,-Agonisten Compound 21 signifikant
ansteigen, so wurde dies auf einen nephrotoxischen Effekt hinweisen.

Da anhand der Retentionsparameter weder die Funktion noch die
Regeneration der UUO-Niere beurteilt werden kann, sind lediglich die
Kreatinin- und Harnstoff-N-Werte des Hauptversuches und der Positiv-
kontrolle zum Ausschluss einer nephrotoxischen Wirkung der jeweiligen

Medikamente aufgefihrt.

Die Kreatinin-Bestimmung erfolgt mit dem ,Autoanalyzer® Hitatschi 717
der Firma Roche fir humanes Plasma. Kreatininwerte unter der von
Roche angegebenen Nachweisgrenze von 0,2 mg/dl kdnnen folglich nur

als Anhaltspunkt fir den wahren Kreatininwert dienen.
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Abb. 15: Plasmakreatinin in [mg/dl], *p < 0,05.
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Abb. 16: Plasmaharnstoff-N in [mg/dl], p < 0,001.

Bezogen auf die Gruppe
ohne Therapie fuhrt keine
der vier Dosen des
selektiven AT,-Agonisten
Compound 21 zu einer
signifikanten  Erh6hung
oder Reduktion der Krea-

tininwerte nach UUO.

Bezogen auf die Gruppe
ohne Therapie fuhrt keine
der vier Dosen des
selektiven AT,-Agonisten
Compound 21 zu einer
signifikanten ~ Erh6hung
oder Reduktion der Harn-

stoffwerte nach UUO.
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4.2.4 Relatives Nierengewicht
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Abb. 17: Gewicht der kontralateralen Niere ohne
Hydronephrose bezogen auf das Kérperge-

Nach 7-tagiger UUO st
das relative Gewicht der
kontralateralen Niere
ohne Hydronephrose
signifikant erhéht.

C21-

Dosen fiihrt zu einer

Keine der vier

Gewichtsreduktion.

wicht bei Organentnahme in [mg Niere/kg KG],

***p < 0,001.
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Abb. 18: Gewicht der hydronephrotischen UUO-Niere
bezogen auf das Korpergewicht bei Organ-
entnahme in [mg Niere/kg KG], ***p < 0,001.

Nach 7-tagiger UUO st
das relative Gewicht

der hydronephrotischen

UUO-Niere  signifikant
erhoht.
Keine der vier C21-

Dosen fihrt zu einer

Gewichtsreduktion.
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4.2.5 Verbreiterung des Interstitiums
Die Zunahme des Interstitiums ist ein sehr gut objektivierbarer Parameter
einer Nierenschadigung. Da die Grundstruktur des Interstitiums aus
Bindegewebe besteht und nicht direkt zur Organfunktion beitragt, geht
eine Zunahme des Interstitiums mit einer Einschrankung der Nieren-
funktion einher.
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Abb 19: PAS Farbung hlstologlscher Schnltte bei 200 fécher VergroBerung
A: Schein-OP, B: ohne Therapie, C: 2 mg Compound 21 (C 21)/kg Futter,
D:10mg C 21, E: 30 mg C 21, F: 100 mg C 21.
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4.2.6

Interstitium
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Abb. 20: Interstitiumanteil pro Nierenschnitt in [%],

**p < 0,01, **p < 0,001.

Fibrose

Nach 7-tagiger UUO ist

der prozentuale Anteil

des Interstitums  der
UUO-Niere signifikant
vergroR3ert.

Die Therapie mit 2 mg
C21/kg Futter senkt die
Zunahme mit p < 0,01
signifikant. Der Anteil des
Interstiums betragt 6 %
weniger als bei den UUO-

Mé&ausen ohne Therapie.

Das Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1-Protein (PAI-1) gehort zum Typ

der Serin-Protease-Inhibitoren. Es reguliert durch die Hemmung des

gewebespezifischen Plasminogen-Aktivators (t-PA) und des Urokinase-

Plasminogen-Aktivators (u-PA) Fibrinolyse und Proteolyse und dient als

Fibrosemarker [36].
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Abb. 21: Relative mMRNA-Expression von PAI-1,
**p < 0,01.

Nach 7-tdgiger UUO st
die
von PAI-1 in der UUO-

Niere signifikant erhoht.

relative Expression

Dosen
AT,-
Agonisten Compound 21

Keine der vier

des selektiven

reduziert diesen Anstieg.
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4.2.7 Monozyten
Durch die histologische Farbung des F4/80-Antigens, einem 160 kD
groBen Glykoprotein, welches von murinen Makrophagen exprimiert
wird, kann man die Anzahl der eingewanderten Makrophagen pro

Gesichtsfeld ermitteln.

Abb. 22: F4/80-Farbung hist_ologicher Schnitte bei 400-facher VergroRerung.
A: Schein-OP, B: ohne Therapie, C: 2 mg Compound 21 (C 21)
D:10mg C 21,E:30mg C 21, F: 100 mg C 21.

Die Auswertung erfolgt bei 400-facher Vergréf3erung mithilfe eines
Zahlrasters. Pro Schnitt wurden 20 Gesichtsfelder méaanderformig im
Bereich des Nierenkortex ausgezahlt.
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Abb. 23: Durchschnittliche Anzahl F4/80-positiver
Zellen pro Raster, ***p < 0,001.

Nach 7-tdgiger UUO st
die Anzahl eingewander-
ter F4/80-positiver Zellen
in der UUO-Niere signifi-
kant erhont.

Cc21-

ZU einer

Keine der Vvier
Dosen fuhrt

signifikanten Reduktion.

Die lokale Ausschuttung des proinflammatorischen Chemokins Monocyte

chemoattractant Protein-1 (kurz MCP-1 oder auch CCL2 genannt) fihrt

zur Rekrutierung von Monozyten und Makrophagen uber deren CCR2-

Rezeptor und dient somit als indirekter Monozyten-Marker [37-38].
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Abb. 24: Relative mMRNA-Expression von MCP-1
im Kortex der UUO-Niere, ***p < 0,001.

Nach 7-tagiger UUO st
die relative Expression
von MCP-1 in der UUO-
Niere signifikant erhght.
Die Therapie mit 2 und
10 mg C21/kg Futter
fuhrt lediglich zu einer
marginalen, aber nicht

signifikanten Reduktion.
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4.2.8 T-Zellen
Das CD3-Antigen, ein transmembrandser Protein-Komplex, der mit dem
T-Zell-Rezeptor (TCR) und der zeta-Kette den so genannten TCR-CD3-
Komplex bildet, dient als T-Zell-Parameter.
Histologisch kann das CD3-Antigen durch die CD3-Farbung sichtbar
gemacht werden und eine direkte Aussage uber die Anzahl der
eingewanderten CD3-positiven T-Zellen im Nierenkortex geben. Die

Anzahl korreliert mit der Schwere der UUO-bedingten Inflammation.

Abb. 25: CD3-Farbung histologischer Schnitté bei 200-facher ergrdfsérung'.
A: Schein-OP, B: ohne Therapie, C: 2 mg Compound 21 (C 21)
D:10mg C 21,E:30mg C 21, F: 100 mg C 21.
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Abb. 26: Durchschnittliche Anzahl CD3-positiver
Zellen pro Raster, ***p < 0,001.

Nach 7-tdgiger UUO st
die Anzahl von einge-
wanderten CD3-positiven
Zellen in der UUO-Niere
signifikant erhoht.

Verglichen mit der nicht
therapierten  Versuchs-
gruppe senkt keine der
vier C21-Dosen

UUO-bedingten Anstieg

den

CD3-positiver Zellen.

Das Interferon induzierbare Protein 10 (IP-10, oder auch CXCL10

genannt) ist ein Chemokin, welches aktivierte T-Zellen tUber deren hoch

exprimierten CXCR3-Rezeptor rekrutiert [39]. Somit handelt es sich um

einen indirekten Parameter, der einen Ruckschluss auf die Anzahl

eingewanderter T-Zellen erlaubt.
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Abb. 27: Relative mMRNA-Expression von IP-10
im Kortex der UUO-Niere, ***p < 0,001.

Nach 7-tagiger UUO ist
die relative Expression
IP-10 in der UUO-
Niere signifikant erhoht.

Unter 2 mg C21/kg Futter
ist dieser UUO-bedingte

von

Anstieg zwar tendenziell,
jedoch nicht signifikant

geringer.
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4.3 Positivkontrolle
Um einen fehlenden bzw. nur marginalen Benefit des selektiven AT-
Agonisten Compound 21 abschliel3end zu belegen, ist eine Positivkontrolle
erforderlich. Ein nephroprotektiver Effekt des AT;-Antagonisten Losartan
wurde im Modell der unilateralen Ureterobstruktion bereits in der Ratte
nachgewiesen [33]. Sollte dieser Benefit auch in der Maus signifikant sein,
so ware bewiesen, dass AT;-Antagonismus nephroprotektiver als AT,-

Agonismus ist.

4.3.1 Wahl der Losartan-Dosis

Um eine Unterdosierung von vornherein ausschlielen zu kénnen, wurde
in unserer Arbeitsgruppe zuné&chst mithilfe einer Dosis-Wirkungskurve
eine suffiziente Dosis ermittelt. Sobald der ATi;-Antagonist Losartan an
den AT;-Rezeptor bindet, fallt der negative Feedback weg, wodurch die
relative  mMRNA-Expression von Renin und somit auch die Renin-
Plasmaspiegel ansteigen. Die quantitative Auswertung von Renin-
Farbungen mithilfe eines Renin-Scores zeigte, dass der Anstieg der rela-
tiven Renin-Expression auf mRNA-Ebene mit der Ausschittung in den
granulierten Epitheloidzellen in der Media des Vas afferens korrelliert.
Da die Protease Renin Angiotensinogen zu Angiotensin | aufspaltet,
lassen Angiotensin I-Plasmaspiegel ebenfalls einen jedoch indirekten
Ruckschluss auf die Hohe des Renin-Plasmaspiegels zu. Dabei steigen
die Angiotensin I-Plasmaspiegel mit steigender Renin-Konzentration an.
Bei einer Losartan-Dosis von 500 mg/l Trinkwasser sind relative Renin-
Expression, Renin-Score und Angiotensin I-Plasmaspiegel bezogen auf
nicht therapierte Kontrollmause signifikant erhoht, so dass diese folglich
suffiziente Losartan-Dosis fur samtliche Versuche verwendet wird.
In der Folge dient die quantitative Bestimmung der relativen mRNA-
Expression von Renin als Beweis einer suffizienten Applikation.

Zudem wurde der Renin-Inhibitor Aliskiren, dessen nephroprotektive
Wirkung in diesem Modell noch nicht bewiesen ist, mit einer Dosis von

50 mg/kg KG als zweite Positivkontrolle verwendet.
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4.3.2 Gruppeneinteilung
Die folgenden Daten beruhen auf einem Versuchsdurchgang mit 4 FVB-
Mausen pro Versuchsgruppe. Die Randomisierung in die folgenden

Gruppen erfolgte vor Therapiebeginn.

Tabelle 8: Gruppengrol3e

Versuchsgruppe Anzahl der Mause

Schein-OP 3

UUO ohne Therapie

4
UUO unter 500 mg Losartan/| 4
UUO unter 50 mg Aliskiren/kg KG 4

4.3.3 Korpergewicht

Tabelle 9: Durchschnittliches Kérpergewicht (KG) bei Therapiebeginn, bei der
unilateralen Ureterobstruktion (UUO) und bei der Organentnahme in [g] + SEM

Therapie- uuo Organ-
beginn entnahme
Schein-OP 24,7+ 2.2 252+272 259+20
ohne Therapie (UUO) 28,0+£0,3 28,3+0,1 27,7+0,5
500 mg Losartan/l (UUO) 27,9+0,5 27,9+0,6 26,9+0,5
50 mg Aliskiren/kg KG (UUQO) 27,2+0,3 27,4+0,3 27,3+0,5

Das Gewicht der drei scheinoperierten Kontrollmause differiert innerhalb
der Gruppe deutlich, da zwei der drei Mause erst 8 Wochen alt sind. Es
besteht jedoch kein signifikanter Gewichtsunterschied zwischen den 9
Wochen alten FVB-M&ausen der verschiedenen Versuchsgruppen.

Bei einem Korpergewicht der Aliskiren-Mause von durchschnittlich je
27,2 g wird fur die vier mikro-osmotischen Pumpen laut Tabelle 2 unter
3.2.9 bei einer Fordermenge von 0,22 pl/h und einem Fuillvolumen von
99 ul folgender Ansatz benétigt: 123,64 mg Aliskiren ad 480 ml H,O.
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4.3.4

Retentionsparameter

Kreatinin

Abb. 28:

Plasmakreatininwerte in [mg/dl].

Harnstoff-N
60+

404 %

[mg/dl]

204

Abb. 29: Harnstoff-N in [mg/dl].

Bezogen auf die Gruppe

ohne Therapie fuhrt

weder Losartan noch
Aliskiren zu einer signifi-
kanten Erh6éhung oder
Reduktion der Kreatinin-

werte nach UUO.

Bezogen auf die Gruppe

ohne  Therapie  fihrt

weder Losartan noch
Aliskiren zu einer signifi-
kanten Erhohung oder
Reduktion der Harnstoff-

werte nach UUO.

43



4.3.5 Relatives Nierengewicht

kontralaterale Niere
ohne Hydronephrose
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Abb. 30: Gewicht der kontralateralen Niere ohne
Hydronephrose bezogen auf das Kérperge-

Nach 7-tagiger UUO ist
das relative Gewicht
der kontralateralen

Niere ohne

Hydro-
nephrose

erhoht.

signifikant

beiden
fuhrt

zu einer signifikanten

Keine der

Positivkontrollen

Gewichtsreduktion.

wicht bei Organentnahme in [mg Niere/kg KG],

*p < 0,05.
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Abb. 31: Gewicht der hydronephrotischen UUO-Niere
bezogen auf das Kdrpergewicht bei Organ-
entnahme in [mg Niere/kg KG], *p < 0,05.

Nach 7-tagiger UUO ist
das relative Gewicht
der hydronephrotischen
UUO-Niere signifikant
erhoht.

beiden

fuhrt

Keine  der
Positivkontrollen
zu einer signifikanten

Gewichtsreduktion.
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4.3.6 Verbreiterung des Interstitiums

-Farbung histologischer Schnitte bei 400-facher VergréRerung.

Nach 7-tagiger UUO ist
der prozentuale Anteil
des Interstitums  der
UUO-Niere signifikant
vergrofert.

Diese Zunahme ist weder
unter der Therapie mit
500 mg Losartan/l noch
unter der mit 50 mg
Aliskiren/kg KG signifikant
reduziert.

»
’ . 20 s ’
Abb. 32: PAS
A: Schein-OP, B: UUO ohne Therapie, C: UUO 500 mg Losartan/I,
D: UUO 50 mg Aliskiren/kg KG.
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Abb. 33: Interstitiumanteil pro Nierenschnitt in [%],

*p < 0,001.
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4.3.7 Monozyten

et

Abb. 34: F4/80-Farbung histologisbher Schnitte bei 400-facher Vergrof3erung.

A: Schein-OP, B: UUO ohne Therapie, C: UUO 500 mg Losartan/I,

D: UUO 50 mg Aliskiren/kg KG.
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Abb. 35: Durchschnittliche Anzahl F4/80-positiver

Zellen, ***p < 0,001.

Nach 7-tdgiger UUO st
die Anzahl eingewander-
ter F4/80-positiver Zellen
in der UUO-Niere signi-
fikant erhoht.

Unter der Therapie mit
50 mg Aliskiren/kg KG ist
die Einwanderung F4/80-
positiver Zellen signifi-
kant hoher als die in der

Gruppe ohne Therapie.
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Abb. 36: Relative mMRNA-Expression von MCP-1
im Kortex der UUO-Niere.

4.3.8 T-Zellen

Abb. 37: CD3-Farbung histologischer Schnitte bei 400-facher VergréBe;ung ‘

Nach 7-tagiger UUO st
die relative Expression
von MCP-1 in der UUO-
Niere signifikant erhoht.

Dieser Anstieg ist weder
unter der Therapie mit
500 mg Losartan/l noch
unter der

mit 50 mg
Aliskiren/kg KG signifi-
kant reduziert.

A: Schein-OP, B: UUO ohne Therapie, C: UUO 500 mg Losartan/I,

D: UUO 50 mg Aliskiren/kg KG.
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CD3

'_\
o
g

Anzahl CD3-positiver Zellen

Abb. 38: Durchschnittliche Anzahl CD3-positiver

Zellen pro Raster, ***p < 0,001.

IP-10 (CXCL10)
40-

304 °

20+ —_ o

relative IP-10-Expression

Abb. 39: Relative mMRNA-Expression von IP-10
im Kortex der UUO-Niere.

Nach 7-tagiger UUO st
die Anzahl eingewander-
ter CD3-positiver Zellen
in der UUO-Niere signi-
fikant erhoht.

Verglichen mit der nicht

therapierten  Versuchs-

gruppe
Losartan noch Aliskiren

senkt  weder
die Einwanderung CD3-

positiver Zellen.

Nach 7-tagiger UUO ist
die relative Expression
von IP-10 in der UUO-
Niere signifikant erhoht.

Dieser Anstieg ist weder
unter der Therapie mit
500 mg Losartan/l noch
unter der mit 50 mg
Aliskiren/kg KG signifikant

reduziert.
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4.3.9 Fibrose
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Abb. 40: Relative mRNA-Expression von PAI-1

im Kortex der UUO-Niere, *p < 0,05.

Nach 7-tagiger UUO ist
die relative Expression
von PAI-1 in der UUO-
Niere signifikant erhoht.

Verglichen mit der nicht
therapierten Gruppe wird
dieser Anstieg weder
unter der Therapie mit
500 mg Losartan/l noch
der mit

unter 50 mg

Aliskiren/kg KG reduziert.

4.3.10 Nachweis klinisch relevanter Plasmaspiegel
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Abb. 41: Relative mRNA-Expression von Renin

im Kortex der kontralateralen Niere,
*p < 0,05, **p < 0,001.

Sowohl die Losartan- als
auch die Aliskiren-Gruppe
weisen eine signifikant
erhdhte Renin-Expression
auf. wurden
beide

wirksamer

Folglich
Medikamente in
Konzentration

aufgenommen.

49



4.4 Vorzeitige Organentnahme an Tag 3 nach UUO
In C57BL/6-Mausen ist an Tag 3, jedoch nicht an Tag 7 nach UUO ein
tendenziell antiinflammatorischer Effekt nachweisbar (Daten nicht gezeigt).
Dieser abschlieRende Versuch soll zeigen, ob UUO-bedingte Nieren-
schadigungen in der frihen Phase, also bereits an Tag 3 nach UUO, unter
der Therapie mit 500 mg Losartan/l, 50 mg Aliskiren/kg KG oder 2 mg
Compound 21 (gemaR pharmakologischen Uberlegungen die ideale Dosis

des selektiven AT,-Agonisten) in FVB-Mausen reduziert sind.

Tabelle 10: Gruppengrofle

Versuchsgruppe Anzahl der Mause

Schein-OP 2

ohne Therapie

50 mg Aliskiren/kg KG (UUO)

4
500 mg Losartan/l (UUO) 4
4
3

2 mg Compound 21 (UUO)

4.4.1 Korpergewicht

Tabelle 11: Durchschnittliches Kérpergewicht (KG) bei Therapiebeginn, bei der
unilateralen Ureterobstruktion und bei der Organentnahme in [g] + SEM

Therapie- Uuo Organ-
beginn entnahme
Schein-OP 27,7+0,6 285+10 | 28,3+1,0
ohne Therapie 28,0+0,6 28,9+0,8 | 28,4+0,8
500 mg Losartan/l (UUO) 29,4 +£0,7 295+0,5 | 28,2+0,3
50 mg Aliskiren/kg KG (UUO) | 27,0+08 | 30,2+0,8 | 28,5+0,9
2 mg Compound 21 (UUO) 28,6+0,9 | 29,7+0,7 | 27,1+0,8

Bei einem Korpergewicht der Aliskiren-Mause von durchschnittlich je
27,2 g wird fur die vier mikro-osmotischen Pumpen laut Tabelle 2 unter
3.2.9 bei einer Fordermenge von 0,22 pl/h und einem Fallvolumen von
99 ul folgender Ansatz bendtigt: 122,73 mg Aliskiren ad 480 ml H,O.
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4.4.2 Relatives Nierengewicht

UUO-Niere
mit Hydronephrose
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Nach 3-tagiger UUO ist
das relative Gewicht
der hydronephrotischen
UUO-Niere signifikant
erhont.

Dieser Anstieg ist unter
Therapie mit 500 mg
Losartan/l tendenziell,
jedoch nicht signifikant

geringer.

Abb. 42: Gewicht der hydronephrotischen UUO-Niere
bezogen auf das Kérpergewicht bei Organ-

entnahme in [mg Niere/kg KG], *p < 0,05.

4.4.3 Verbreiterung des Interstitiums
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Abb. 43: Interstitiumanteil pro Nierenschnitt in [%],
*p < 0,05.

Nach 3-tagiger UUO st

der prozentuale Anteil

des Interstitiums  der
UUO-Niere signifikant
vergrolert.

Keine der drei Therapie-

varianten bewirkt eine

signifikante Reduktion.
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4.4.4 Fibrose
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Abb. 44: Relative mMRNA-Expression von PAI-1
im Kortex der UUO-Niere, *p < 0,05.

Nach 3-tagiger UUO st
die relative Expression
von PAI-1 in der UUO-
Niere signifikant erhoht.

Aliskiren reduziert diesen
Anstieg mit p < 0,05

signifikant.

Fibronektin ist ein extrazellulares Matrixprotein und dient neben PAI-1 als

weiterer Fibrose-Marker.
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Nach 3-tagiger UUO st

die relative Expression

von Fibronektin in der
UUO-Niere signifikant
erhoht.

Unter der Therapie mit
Aliskiren ist auch dieser
Anstieg mit p < 0,01

signifikant geringer.

Abb. 45: Relative mRNA-Expression von Fibronektin,

**p < 0,01.
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4.4.5 Monozyten
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Abb. 46: Relative mMRNA-Expression von MCP-1 im

Nach 3-tagiger UUO st
die relative Expression
von MCP-1 in der UUO-
Niere signifikant erhoht.

Unter der Therapie mit
50 mg Aliskiren/kg KG ist
der Anstieg mit p < 0,05

signifikant geringer.

Kortex der UUO-Niere, *p < 0,05, **p < 0,01.
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Abb. 47: Durchschnittliche Anzahl F4/80-positiver
Zellen pro Raster, *p < 0,05.

Nach 3-tagiger UUO st
die Anzahl F4/80-positiver
Zellen in der UUO-Niere
signifikant erhoht.

Die Therapie mit allen
drei Medikamenten fuhrt
zu einer tendenziellen,
jedoch nicht signifikanten
Reduktion F4/80-positiver

Zellen.
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4.4.6 T-Zellen

IP-10 (CXCL10)
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Abb. 48: Relative mRNA-Expression von IP-10
im Kortex der UUO-Niere, ***p < 0,001.
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Abb. 49: Durchschnittliche Anzahl CD3-positiver
Zellen pro Raster, **p < 0,01.

Nach 3-tdgiger UUO st
die relative Expression
von IP-10 in der UUO-
Niere signifikant erhoht.
Dieser Anstieg wurde
durch keine der drei
verwendeten Therapie-

varianten reduziert.

Nach 3-tdgiger UUO st
die Anzahl CD3-positiver
Zellen in der UUO-Niere
signifikant erhéht.

Dieser Anstieg wurde
durch keine der drei
verwendeten Therapie-

varianten reduziert.
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4.4.7 Nachweis klinisch relevanter Plasmaspiegel
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Abb. 50: Relative mMRNA-Expression von Renin
im Kortex der kontralateralen Niere.

Blockade

RAAS kommt es sowohl

Unter des
in der Aliskiren- als auch
in der Losartan-Gruppe
zum Anstieg der relativen
Renin-Expression.

C21 hat keinen Effekt.

Aufgrund der unterschiedlich stark angestiegenen relativen Renin-

Expression sind zusatzlich die bestimmten Plasmaspiegel dargestellt.

Plasmaspiegel

In  beiden therapierten

Versuchsgruppen  sind
die Plasmaspiegel des
jeweiligen  applizierten
Medikamentes deutlich

nachweisbar. Somit ist
bewiesen, dass sowohl
AT;-

Losartan als auch der

der Antagonist

Renin-Inhibitor Aliskiren

von allen Mausen in

ausreichender  Menge

aufgenommen wurden.

Abb. 51: Losartan- und Aliskiren-Plasmaspiegel in [ng/ml].
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5. Diskussion

5.1 Wahl des Mausstammes
Der C57BL/6-Mausstamm ist der etablierteste Mausstamm, in dem die
meisten Versuche durchgefiihrt werden und der haufig als Hintergrund fir
transgene und Knockout-Mause verwendet wird [40]. C57BL/6-Mause
weisen jedoch oft eine Resistenz gegeniber renalen Endorganschaden
auf. Somit ist die Ubertragung von etablierten in vivo Krankheitsmodellen
der Ratte bezlglich chronischer Nierenerkrankungen nicht auf diesen
Mausstamm maoglich. Die groRen mausstammspezifischen Unterschiede
bezuglich Endorganschaden, Proteinurie und Inflammation der Niere
beruhen nicht auf strukturellen Unterschieden der glomerularen Ultra-
strukur, sondern mdoglicherweise auf funktionellen Unterschieden der
glomerularen Permeabilitat [40]. Anders als Mause mit C57BL/6-
Hintergrund [41-42] weisen Mause mit FVB-Hintergrund keine Resistenz
gegenuber einer Proteinurie auf. Sie entwickeln nach renaler Ablation,
welche auch als 5/6-Nephrektomie bezeichnet wird, eine chronische
Niereninsuffizienz mit progredienter Albuminurie, Inflammation und
Fibrose. Im renalen Ablationsmodell wurde bereits gezeigt, dass die renale
Ablation bei AT,-Knockout-Mausen mit FVB-Hintergrund zu einer Aggrava-
tion der Nierenschaden und einer Erh6hung der Mortalitat fuhrt [11]. Das
Modell der renalen Ablation ist jedoch ein sehr anspruchsvolles und zeit-
aufwandiges Modell einer chronischen Niereninsuffizienz und eignet sich
aufgrund der hohen Variabilitat nicht fur Dosisfindungs-Experimente.
Stattdessen wurde das etablierte und gut reproduzierbare Modell der
unilateralen Ureterobstruktion (UUO) fur die Dosisfindung gewéhlt. Von
den zahlreichen publizierten UUO-Versuchen wurden nur drei in Mausen
mit FVB-Hintergrund durchgefuihrt [43-45] — keiner davon beinhaltet die
pharmakologische Modulation des Renin-Angiotensin-Systems. Es ist das
langfristige Ziel die ideale Dosis des neuen selektiven AT,-Agonisten
Compound 21 im Modell der renalen Ablation allein und in Kombination mit
dem AT;-Antagonisten Losartan zu testen. Da dies nur in Mausen mit
FVB-Hintergrund maoglich ist, erfolgte bereits die Dosisfindung im Modell

der unilateralen Ureterobstruktion in FVB-Mausen.
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5.2 Wahl der Versuchsdauer
Im Jahr 2008 hat cand. med. Schmidt-Haupt in unserer Arbeitsgruppe
UUO-bedingte Nierenschaden von Wildtyp-Mausen mit denen von MPO-
Knockout-Mausen verglichen. Bei zweizeitiger Organentnahme an Tag 3
und 7 nach UUO waren die Unterschiede von Inflammation und Fibrose an
Tag 7 deutlich ausgepragter. Deshalb wurde dieser Zeitpunkt auch fur die

Experimente mit dem selektiven AT,-Agonisten Compound 21 gewahlt.

5.3 Ergebnisse
5.3.1 Applikation von Compound 21

Bei der Entwicklung des AT,-Agonisten Compound 21 wurde eine Halb-
wertszeit von etwa 4 Stunden in der Ratte ermittelt [12]. Da Mause
dammerungs- und nachtaktiv sind und vor allem nachts fressen, ist es
von klinischem Interesse wie lange Compound 21 nach morgendlichem
Absetzen des Spezialfutters im Blut nachweisbar ist. Bei dieser
Simulation einer tagsuber bestehenden Futterkarenz wurde gezeigt,
dass die Plasmaspiegel nach etwa 5 Stunden halbiert sind. Sollten die
Mause tatsachlich nur nachts Futter zu sich nehmen, bestiinde folglich
die Gefahr, dass sie tagsuber keine wirksamen Plasmaspiegel haben.
Somit ware die notwendige 24-Stunden-Wirksamkeit nicht gewahrleistet.
Unsere Daten zeigen jedoch, dass die Plasmaspiegel bei dauerhaftem
Zugang zum Futter morgens und abends vergleichbar sind. Daraus folgt,
dass die Mause offenbar auch tagsiber fressen. Dies stimmt mit unseren
Beobachtungen Uberein. Damit wurde erstmals und eindeutig gezeigt,
dass der AT,-Agonist Compound 21 den Mausen in Form von Spezial-
futter mit einer 24-Stunden-Wirksamkeit oral appliziert werden kann.

Die gewahlten Dosen 2, 10, 30 und 100 mg Compound 21/kg Futter
entsprechen bei einer durchschnittlichen Fressmenge von 3 g pro Tag in
etwa 0.006, 0.03, 0.09 und 0.3 mg/kg KG. Bei dem Nachweis einer
kardioprotektiven Wirkung nach induziertem Myocardinfarkt in Wistar
Ratten wurden taglich 0.01, 0.03 und 0.3 mg Compound 21/kg KG
intraperitoneal appliziert [14]. Nach oraler Compound 21-Gabe wurde in
der Ratte eine Bioverfugbarkeit von 20-30 % nachgewiesen [12], welche

nach intraperitonealer Applikation jedoch deutlich héher sein musste.
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5.3.2

Da bei der erwéhnten Studie jedoch weder die Bioverflgbarkeit nach
intraperitonealer Applikation noch die Plasmaspiegel bestimmt wurden,
ist ein Vergleich bezuglich einer Unter- oder Uberdosierung schwierig.
Unsere Plasmaspiegel wurden nach demselben Protokoll bestimmit,
welches bereits beim Design des AT,-Agonisten verwendet wurde.
GemaR pharmakologischen Uberlegungen liegt die ideale Dosis eines
Medikaments vor, wenn im Serum der 10-fache Wert der Bindungs-
konstanten K; erreicht wird. Der AT,-Agonist Compound 21 hat eine K;
von 0,4 nM [12], so dass die Compound 21-Plasmaspiegel idealerweise
5 mM betragen sollten. Es zeigte sich, dass die niedrigste Dosis in Hohe
von 2 mg Compound 21/kg Futter der idealen Dosis entsprechen
misste, bei der am ehesten ein Effekt zu erwarten ist. Die Bestimmung
der Plasmaspiegel ergab zudem, dass diese der verabreichten Dosis
entsprechend ansteigen. Die Plasmaspiegel unterliegen aufgrund des
individuellen Fressverhaltens gewissen Schwankungen. Je héher die mit
dem Futter applizierte Compound 21-Dosis war, desto hoher war folglich
auch die Standardabweichung der Plasmaspiegel. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass eine hohere Konzentration des selektiven AT,-
Agonisten Compound 21 im Futter nicht dazu fihrt, dass die Tiere
weniger fressen. Da die Selektivitat des AT,-Agonisten Compound 21
belegt ist [12] und bei allen therapierten Mausen Plasmaspiegel nach-
weisbar waren, beruhen die folgenden Ergebnisse nachweislich auf einer

selektiven Stimulation des AT,-Rezeptors.

Hauptversuch — 7 Tage UUO

Im renalen Ablationsmodell wurde gezeigt, dass AT,-Rezeptor-Defizienz
Nierenschaden nach renaler Ablation aggraviert und zu erhohter
Mortalitat fuhrt [11]. Im Umkehrschluss wurde vermutet, dass selektive
AT,-Rezeptor-Stimulation mit Compound 21 antiinflammatorisch, anti-
fibrotisch und somit nephroprotektiv wirkt. Diese Hypothese sollte im
Modell der unilateralen Ureterobstruktion Uberprift und verifiziert werden.
Die folgenden Ergebnisse beruhen auf vier voneinander unabhangigen
Versuchsdurchgangen mit jeweils 2-3 FVB-Mausen pro Versuchsgruppe

und beziehen sich auf die hydronephrotische UUO-Niere.
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Die unilaterale Ureterobstruktion fuhrte zu einer signifikanten Zunahme
des prozentualen Interstitiumanteils, der relativen mRNA-Expression von
PAI-1, MCP-1 und IP-10 sowie der Anzahl CD3- und F4/80-positiver
Entzindungszellen. Unter 2 mg Compound 21/kg Futter, der theoretisch
idealen Dosis des AT,-Agonisten, war die Vergrof3erung des Interstitiums
ohne organspezifische Zellen mit p < 0,01 signifikant geringer. Der
Anstieg der relativen PAI-1-Expression, die als Fibrose-Marker dient,
wurde durch keine der vier verwendeten Compound 21-Dosen reduziert.
Auf mRNA-Ebene dient das Chemokin MCP-1 (CCL2) und histologisch
das F4/80-Molekil als Monozyten-Marker. Unter der Therapie mit 2 und
10 mg Compound 21/kg Futter war der Anstieg der relativen MCP-1-
Expression nummerisch, jedoch nicht signifikant geringer als die der
untherapierten Mause. Auch histologisch fihrte die Therapie mit 10 mg
Compound 21/kg Futter lediglich zu einer tendenziellen, jedoch nicht
signifikanten Reduktion eingewanderter Monozyten. Als T-Zell-Marker
dient auf mRNA-Ebene die relative mMRNA-Expression des Chemokins
IP-10 (CXCL10) und histologisch das CD3-Antigen. Unter der Therapie
mit 2 mg Compound 21/kg Futter war die relative mRNA-Expression von
IP-10 tendenziell, aber nicht signifikant geringer. Histologisch war unter
keiner der vier verwendeten Compound 21-Dosen eine signifikante
Reduktion eingewanderter T-Zellen nachweisbar. Folglich zeigt der AT,-
Agonisten Compound 21 einen tendenziell antiinflammatorischen Effekt,

welcher mangels Signifikanz jedoch nicht belegt werden kann.

5.3.2.1 Fazit
Trotz einer tendenziell nephroprotektiven Wirkung des selektiven AT ;-
Agonisten Compound 21, welche teilweise auch signifikant war, kann
diese anhand der Ergebnisse nicht endgultig bewiesen werden.
Urspriinglich sollte das Modell der unilateralen Ureterobstruktion
aufgrund der schnellen und einfachen Durchfiihrbarkeit mit hoher
Reproduzierbarkeit lediglich zur Findung der optimalen Dosis des AT»-
Agonisten in der Maus dienen. Diese sollte anschlie3end im Modell der
renalen Ablation allein und in Kombination mit dem AT;-Antagonisten

Losartan auf eine nephroprotektive Wirkung hin gepruft werden.
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Zum Zeitpunkt der hier gezeigten Versuche war das Modell der renalen
Ablation in unserem Labor jedoch noch nicht ausgereift genug, um
nephroprotektive Ansatze anhand dieses Modells untersuchen zu
kénnen. AT,-Rezeptor-Defizienz fuhrt jedoch auch im Modell der
unilateralen Ureterobstruktion zu einer signifikanten Aggravation der
Nierenschaden [46]. Sollte die Hypothese, dass selektive AT,-
Rezeptor-Stimulation antiinflammatorisch und antifibrotisch ist, korrekt
sein, so musste diese nephroprotektive Wirkung folglich auch im Modell
der unilateralen Ureterobstruktion nachweisbar sein.

In der hydronephrotischen UUO-Niere von AT,-Knockout-Mause wurde
histologisch eine erhohte interstitielle Kollagen- und auf mRNA-Ebene
eine erhdhte a1-Kollagen-Expression nachgewiesen. Zudem war die
Anzahl von Fibro- und Myofibroblasten stéarker erhoht als die in den
Wildtyp-Mausen. Morphologisch weisen die hydronephrotischen UUO-
Nieren von AT,-Knockout-Mausen nach 5- oder 14-tagiger unilateraler
Ureterobstruktion qualitativ starkere interstitielle Veranderungen mit
Verbreiterung des Interstitiums und Erhohung der Zellzahl auf [46].
AT,-Rezeptor-Defizienz verstéarkt also die UUO-bedingte Verbreiterung
des Interstitiums. Wir konnten hingegen zeigen, dass AT,-Rezeptor-
Stimulation mit der gemaR pharmakologischen Uberlegungen idealen
Dosis des selektiven AT,-Agonisten Compound 21 den UUO-bedingten
Anstieg des prozentualen Interstitiumanteils mit p < 0,01 signifikant
reduziert. Der Vergleich von Wildtyp- mit AT,-Knockout-Mausen an Tag
5 und 14 nach unilateraler Ureterobstruktion zeigt keinen Unterschied
bezuglich Zellproliferation und Monozyten-Infiltration [46]. Dies lasst
vermuten, dass der AT,-Rezeptor unter physiologischer Stimulation mit
Angiotensin Il kaum oder gar keinen Einfluss auf die Anzahl
eingewanderter Monozyten hat. Die selektive AT,-Rezeptor-Stimulation
mit 2 und 10 mg Compound 21/kg Futter fihrte sowohl histologisch als
auch auf mRNA-Ebene lediglich zu einer tendenziellen, jedoch nicht
signifikanten Reduktion von eingewanderten Monozyten. Bezuglich der
UUO-bedingten Einwanderung von T-Zellen in AT,-Knockout-Mausen
sind keine Daten publiziert. Auch hier konnten wir keine signifikante

Reduktion unter selektiver Stimulation des AT,-Rezeptors nachweisen.
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5.3.3 Positivkontrolle
Da die implizierte nephroprotektive Wirkung des selektiven AT,-
Agonisten Compound 21 anhand der Ergebnisse weder eindeutig
verifiziert noch klar widerlegt werden kann, erfolgte eine Positivkontrolle
mit dem ATi-Antagonisten Losartan, dessen nephroprotektive Wirkung
im Modell der unilateralen Ureterobstruktion in Ratten bereits nach-
gewiesen und publiziert wurde [33]. Um eine Uber- oder Unterdosierung
der Losartan-Dosis zu vermeiden, wurde eine Dosis von 500 mg
Losartan/l Trinkwasser gewahlt, bei der die Angiotensin I-Plasmaspiegel,
die relative Renin-Expression und der histologische Renin-Score
signifikant erhoht sind. Als zweite Positivkontrolle wurde der Renin-
Inhibitor Aliskiren mit einer Dosis von 50 mg/kg KG verwendet, dem in
diesem Modell noch keine nephroprotektive Wirkung nachgewiesen
wurde. Da diese Positivkontrolle komplett negativ ausfiel, wurde auf

weitere Versuchsdurchgange zur Erhéhung der n-Zahl verzichtet.

Im Gegensatz zu der Therapie mit dem neuen selektiven AT,-Agonisten
Compound 21 senkte weder der AT;-Antagonisten Losartan noch der
Renin-Inhibitor Aliskiren den UUO-bedingten Anstieg des prozentualen
Interstitiumanteils. Hinsichtlich der Inflammationsparameter fiihrte weder
die Therapie mit Losartan noch die mit Aliskiren zu einer signifikanten
Reduktion der UUO-bedingten Einwanderung von Monozyten und T-
Zellen in den Kortex der hydronephrotischen UUO-Niere. Und auch auf
die relative PAI-1-Expression hatte die Blockade des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems keinen Einfluss. Folglich konnte auch unter der
Therapie mit dem AT;-Antagonisten Losartan an Tag 7 nach unilateraler
Ureterobstruktion kein antiinflammatorischer, antifibrotischer und somit
nephroprotektiver Effekt nachgewiesen werden. Der fehlende Effekt von
Losartan und Aliskiren konnte auf eine Unterdosierung oder insuffiziente
Applikation zurtickzufuhren sein. Dies ist aufgrund der Erhdéhung der
relativen mRNA-Expression von Renin, welche auf dem Wegfall des
negativen Feedbacks beruht, und dem Nachweis von suffizienten
Plasmaspiegeln jedoch auszuschlieRen. Zudem konnte ebenso wie im

Hauptversuch gezeigt werden, dass das Modell an sich funktioniert hat.
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5.3.3.1 Fazit
Auch die Therapie mit dem AT;-Antagonisten Losartan, dessen
nephroprotektive Wirkung im Modell der unilateralen Ureterobstruktion
in der Ratte nachgewiesen ist, fuhrte nach 7-tagiger unilateraler
Ureterobstruktion in FVB-Mausen zu keinem Benefit. Somit fallt die
Positivkontrolle ebenfalls negativ aus.

Das Versuchsprotokoll muss tiberdacht werden.

Es wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt, dass eine 5- bis
7-tagige unilaterale Ureterobstruktion eine tubulére Atrophie, eine
Verdickung der tubularen Basalmembran, einen Anstieg interstitieller
Kollagene mit einer VergroBerung des Interstitiumanteils, eine
Infiltration von Makrophagen und eine Proliferation interstitieller
Fibroblasten mit sich bringt [47-50]. Die Proliferation des Tubulo-
interstitium beginnt bereits innerhalb des ersten Tages nach uni-
lateraler Ureterobstruktion und erreicht nach 6 bis 9 Tagen ihren
Hohepunkt, welcher bis Tag 15 plateauartig bestehen bleibt [49]. Der
zeitabhéngige Vergleich von Wildtyp- mit ATi:-Knockout-Mausen in
Hinblick auf die Einwanderung von Entzindungszellen, Fibrose,
tubulare Schaden und Apoptose 2, 4 und 7 Tage nach unilateraler
Ureterobstruktion zeigt, dass ATi-Rezeptor-Defizienz die Entstehung
UUO-bedingter Schaden verlangsamt [51]. An Tag 7 nach unilateraler
Ureterobstruktion zeigen Wildtyp- und AT;-Knockout-Mause hingegen
vergleichbare Schaden [51]. Dies wirde auch erklaren, weshalb die
Positivkontrolle mit dem AT;-Antagonisten Losartan und dem Renin-
Inhibitor Aliskiren an Tag 7 nach unilateraler Ureterobstruktion negativ
ausfiel. Das Ausschalten des AT;-Rezeptors durch die Verwendung
einer AT;-Knockout-Maus oder durch ATi-Rezeptor-Blockade mit
einem AT;-Antagonisten scheint somit lediglich im Fruhstadium der
unilateralen Ureterobstruktion einen Benefit zu bewirken. Folglich muss
die Positivkontrolle mit einer kurzeren Obstruktionszeit wiederholt
werden. Um ausschlieBen zu kdnnen, dass das UUO-Modell in FVB-

Méause therapieresistent ist, wurde zudem der Mausstamm gewechselt.

62



In der Literatur werden am haufigsten C57BL/6-Méause verwendet.
Deshalb wurde die Positivkontrolle mit verkirzter, 3-tagiger Obstruk-
tionszeit in C57BL/6-Mausen wiederholt (Daten wurden nicht gezeigt).
Um den Versuch direkt mit den zuvor in FVB-Mausen durchgefiuhrten
Experimenten vergleichen zu kodnnen, erfolgte die Organentnahme
zweizeitig an Tag 3 und an Tag 7 nach unilateraler Ureterobstruktion.
Es wurde gezeigt, dass Losartan und Aliskiren auch in C57BL/6-
Mausen an Tag 7 nach UUO zu keinem Benefit fihren. An Tag 3 nach
UUO war die relative mRNA-Expression des Chemokins MCP-1 unter
der Therapie mit Losartan oder der mit Aliskiren tendenziell geringer als
die in der nicht therapierten Versuchsgruppe. Ein antiinflammatorischer
und antifibrotischer Effekt der Positivkontrolle scheint somit an Tag 3
nach UUO moglich, ist aufgrund der geringen n-Zahl jedoch nicht
signifikant. Auf eine Erh6hung der n-Zahl in C57BL/6-M&usen wurde
jedoch zugunsten eines erneuten Versuchsdurchganges in den zuvor

verwendeten FVB-Mé&ausen verzichtet.

5.3.5 Vorzeitige Organentnahme an Tag 3 nach UUO

Dieser abschlielende Versuch sollte zeigen, ob UUO-bedingte Nieren-
schadigungen in der frihen Phase, also bereits an Tag 3 nach UUO,
unter medikamentdser Therapie mit AT;-Antagonist, Renin-Inhibitor oder
selektivem AT,-Agonist in FVB-Méausen reduziert sind.

Ebenso wie im Hauptversuch und der Positivkontrolle konnte auch hier
anhand der signifikanten Zunahme des prozentualen Interstitiumanteils,
der relativen mRNA-Expression von PAI-1, MCP-1 und IP-10, sowie der
Anzahl CD3- und F4/80-positiver Entziindungszellen belegt werden,
dass die unilaterale Ureterobstruktion erfolgreich war. Die UUO-bedingte
Verbreiterung des prozentualen Interstitiumanteils war nach 3-tagiger
Ureterobstruktion unter keiner der Therapievarianten signifikant gesenkt.
In dieser frihen Phase ist kein reduktiver Effekt des neuen selektiven
AT,-Agonisten Compound 21 nachweisbar. Sowohl die relative PAI-1-
Expression als auch die von Fibronektin wurde durch die beiden
Positivkontrollen gesenkt. Diese Reduktion war jedoch nur unter der

Therapie mit 50 mg Aliskiren/kg KG mit p < 0,05 und p < 0,01 signifikant.
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Auf mRNA-Ebene ist der Effekt des AT,-Agonisten Compound 21
anhand der relativen Expression von PAI-1 und Fibronektin, bei geringer
n-Zahl und einer groRen Standardabweichung innerhalb der Gruppen,
nicht beurteilbar. Unter der Therapie mit 50 mg Aliskiren/kg KG war die
relative mRNA-Expression von MCP-1 mit p < 0,05 signifikant reduziert.
Losartan fuhrte hingegen zu keiner signifikanten Reduktion. Histologisch
war die Anzahl F4/80-positiver Zellen in allen therapierten Versuchs-
gruppen erniedrigt. Eine ausreichende Aufnahme des ATi-Antagonisten
Losartan und des Renin-Inhibitors Aliskiren wurde anhand der erhghten
MRNA-Expression von Renin und dem Nachweis von suffizienten

Plasmaspiegel bewiesen.

5.3.4.1 Fazit
Lediglich unter der Therapie mit dem Renin-Inhibitor Aliskiren war ein
signifikanter antifibrotischer, antiinflammatorischer und somit nephro-
protektiver Effekt nachweisbar. Anders als an Tag 7 nach UUO flhrte
der selektive AT,-Agonist Compound 21 an Tag 3 nach UUO zu keiner
signifikanten Reduktion der UUO-bedingten Interstitiumverbreiterung.
Auf eine Erhéhung der n-Zahl in dieser frihen Phase wurde verzichtet.
Wahrend die Wirkung von ACE-Hemmern, AT;-Antagonisten und des
Renin-Inhibitors letztlich auf einer Nichtstimulation des AT;-Rezeptors
beruht, ist die Wirkung des AT,-Agonisten eine andere. Deshalb stellt
sich die Frage, ob sich diese Medikamente Uberhaupt als Positiv-
kontrollen fir den selektiven AT,-Agonisten eignen. Im Vergleich von
Wildtyp- mit AT;-Knockout-Mausen sind die UUO-bedingten Schaden
bereits an Tag 7 nach UUO vergleichbar [51]. Im Vergleich von
Wildtyp- mit AT,-Knockout-Mausen sind Unterschiede zwischen beiden
Versuchsgruppen teilweise erst an Tag 14 nach UUO signifikant [46].
Es wére also denkbar, dass der AT,-Agonist zu einem Zeitpunkt wirkt,

an dem der AT;-Antagonist bereits keinen Benefit mehr aufweist.
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6. Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es zu Uberprifen, ob die selektive Stimulation des AT,-
Rezeptors mit Compound 21 im Modell der unilateralen Ureterobstruktion
antiinflammatorisch, antifibrotisch und somit nephroprotektiv wirkt. Anhand
von Plasmaspiegeln haben wir erstmals zeigen kénnen, dass der AT,-
Agonist Compound 21 Mausen mit Gber 24 Stunden konstanten Plasma-
spiegeln oral in Form von Spezialfutter suffizient appliziert werden kann.
Nach Absetzen des Spezialfutters sind die Plasmaspiegel nach etwa funf
Stunden auf die Halfte abgesunken. Eine Dosis von 2 mg/kg Futter misste
gemafR pharmakologischen Uberlegungen der idealen Dosis entsprechen.
Diese Dosis fuhrte an Tag 7 nach UUO zu einer mit p < 0,01 signifikanten
Reduktion der UUO-bedingten Verbreiterung des prozentualen Interstitium-
anteils. Auf mMRNA-Ebene war jedoch kein antifibrotischer und lediglich ein
tendenziell antiinflammatorischer Effekt nachweisbar. Auch histologisch
zeigte sich keine signifikante Reduktion eingewanderter Entzindungszellen.
In FVB-Mausen war an Tag 7 nach UUO weder unter der Therapie mit dem
AT;i-Antagonisten Losartan noch unter der mit dem Renin-Inhibitor Aliskiren,
welche als Positivkontrollen dienten, ein antiinflammatorischer oder antifibro-
tischer Effekt nachweisbar. Eine Unterdosierung oder mangelnde Aufnahme
der Medikamente kann aufgrund der nachweisbaren Hemmung des
negativen Feedbacks sowie dem sicheren Nachweis von Plasmaspiegeln
ausgeschlossen werden. Zudem hat das Modell nachweislich funktioniert.
Auch im haufig verwendeten C57BL/6-Mausstamm war an Tag 7 nach UUO
kein Benefit der Positivkontrollen nachweisbar. Letztlich wurde gezeigt, dass
der humane Renin-Inhibitor Aliskiren in der frihen Phase, an Tag 3 nach
UUO, zu einem Benefit fuhrt. Auf mMRNA-Ebene ist die relative Expression
von MCP-1 und PAI-1 mit p < 0,05 und die von Fibronektin mit p < 0,01
signifikant reduziert. Dieser antiinflammatorische und antifibrotische Effekt
war unter der Therapie mit dem AT;-Antagonisten Losartan lediglich
tendenziell, jedoch nicht signifikant nachweisbar. Folglich verlangsamt die
Therapie mit Aliskiren oder Losartan lediglich die Entstehung der UUO-
bedingten Nierenschéadigungen, so dass ein Benefit nur in der friihen Phase
nachweisbar ist. Der AT,-Agonist Compound 21 weist in dieser frihen

Phase der Ureterobstruktion hingegen keinen tUberzeugenden Benefit auf.
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Die zu Uberprifende Hypothese, dass selektiver AT,-Agonismus anti-
inflammatorisch, antifibrotisch und somit nephroprotektiv ist, kann anhand
der erhobenen Ergebnisse nicht endgultig bewiesen werden. Es wurde
jedoch gezeigt, dass der neue selektive AT,-Agonist Compound 21 Nieren-
schadigungen nach unilateraler Ureterobstruktion weder aggraviert noch
eine nephrotoxische Wirkung aufweist.

6.1 Kritische Reflexion der Arbeit

Gutes wissenschaftliches Arbeiten beinhaltet, dass biologische Effekte,
wie in diesem Fall die vermeintlich nephroprotektive Wirkung des
selektiven ATj,-Agonisten Compound 21, durch mehrere Parameter
abgesichert werden. Dabei muss die Plausibilitdt der Effekte tberpruft
werden. Deshalb haben wir zunachst anhand von Plasmaspiegeln eine
suffiziente orale Applikation mit Gber 24 Stunden konstanten Plasma-
spiegeln nachgewiesen sowie die gemaR pharmakologischen Uber-
legungen ideale Dosis von Compound 21 mit dem 10-fachen K;-Wert
anhand einer Dosiswirkungskurve ermittelt. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Versuche in Mausen intensiv vorbereitet. Der nephroprotektive
Effekt &uRerte sich durch eine Reduktion der Interstitiumverbreiterung und
war unter der theoretisch idealen Dosis von 2 mg/kg Futter zu beobachten.
Dieser Parameter konnte jedoch nicht durch weitere signifikante Para-
meter wie zum Beispiel eine signifikante Reduktion der relativen mRNA-
Expression von PAI-1 oder eine signifikant verminderte Einwanderung
CD3- und F4/80-positiver Zellen erganzt werden. Folglich konnten wir die
Nephroprotektion nicht eindeutig belegen, so dass weitere Versuche
notwendig sind, um die Hypothese abschlie3end verifizieren zu kdnnen.
Dies wirde jedoch den Umfang dieser Arbeit sprengen.

Gutes wissenschaftliches Arbeiten beinhaltet zudem die Verwendung einer
Positivkontrolle. Mit dem AT;-Antagonisten Losartan haben wir fur die
Positivkontrolle ein Medikament gewéhlt, welches bereits in Ratten in dem
Modell der unilateralen Obstruktion als Positivkontrolle diente [34-35].
Ebenso wie vor der Applikation des selektiven AT,-Agonisten haben wir
auch fir den ATi-Antagonisten Losartan zundchst eine Dosis-Wirkungs-

Kurve erstellt, um eine suffiziente Applikation gewéhrleisten zu kdnnen.
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Letztlich haben wir eine Dosis von 500 mg/l gewahlt, bei der sowohl die
Angiotensin |-Plasmaspiegel als auch die relative Renin-Expression und
der histologische Renin-Score signifikant erhdht waren. Die Positiv-
kontrolle fiihrte in dem Modell der unilateralen Ureterobstruktion in den
FVB-Mausen zu keinem Benefit, so dass das Versuchsprotokoll selbst-
kritisch Uberdacht wurde. Dank der zuvor ermittelten Dosis-Wirkungs-
Kurve und dem Nachweis von Plasmaspiegeln kann an dieser Stelle eine
insuffiziente Applikation als Ursache ausgeschlossen werden. Es wurde
viel Wert darauf gelegt mogliche Fehlerquellen auszumachen, um diese
nacheinander ausschalten zu kénnen. Um eine Therapieresistenz des
UUO-Modells in FVB-Mausen ausschlieBen zu koénnen, erfolgte ein
erneuter Versuchsdurchgang in dem haufig verwendeten C57BL/6-
Mausstamm sowie der zusatzliche Vergleich mit einem kirzeren

Obstruktionszeitraum.

Als Selbstkritik ist an dieser Stelle anzumerken, dass bei Folgeversuchen
im Vorfeld eine statistische Versuchsplanung erfolgen sollte. Durch
Erhohung der n-Zahl wéaren beispielsweise weiterfihrende statistische
Testverfahren moglich gewesen, was sich positiv auf die Aussagekraft
ausgewirkt héatte. Des Weiteren sollte anhand einer Kosten-Nutzen-
Analyse eruiert werden, ob mikro-osmotische Pumpen einer oralen
Applikation vorzuziehen sind. Trotz des Nachweises suffizienter Plasma-
spiegel bei oraler Applikation von Compound 21 und Losartan, ist zu
bedenken, dass die Aufnahme von der Trink- und Fressmenge abhangig
ist, welche bei kranken Ma&ausen durchaus variieren kann. Mikro-
osmotische Pumpen wirden hingegen bei allen Mausen eine gleichmallig
konstante Applikation gewébhrleisten.

Vor allem die 7-tAgige unilaterale Ureterobstruktion filhrte zu derart
starken, hydronephrotischen Veranderung der betroffenen Niere, dass
eine immunhistologische Farbung zunachst keine akzeptablen Ergebnisse
lieferte. Durch die gute kooperative und konstruktive Zusammenarbeit mit
der Histologie gelang es aber die CD3- und F4/80-Farbung zu optimieren.
Dennoch eignet sich das UUO-Modell nicht, um marginale antiinflam-

matorische Therapie-Effekte in der Spatphase histologisch nachzuweisen.
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Bevor wir den AT,-Agonisten allein und in Kombination mit dem AT;-
Antagonisten Losartan im Modell der renalen Ablation auf eine nephro-
protektive Wirkung hin untersucht haben, hatte man zeigen mussen, dass
das Modell so ausgereift ist, dass sich nach renaler Ablation randomisierte
Gruppen ohne Therapie am Ende des Versuchsdurchganges nicht grund-
legend unterscheiden. Denn nur bei einer vergleichbaren Ausgangs-
situation ist es moglich therapeutische Effekte nachzuweisen. Der grol3e
Vorteil dieses Modells ist die Méglichkeit anhand der Retentionsparameter
Kreatinin und Harnstoff-N sowie der Albumin-Kreatinin-Ratio eine Aussage
Uber die Nierenfunktion treffen zu kdnnen.

Letztlich stellt sich die Frage, ob der AT;-Antagonist als Positivkontrolle fir
den AT,-Agonisten Compound 21 geeignet ist. Wahrend Antihypertensiva
wie ACE-Hemmer, ATi-Antagonisten und der Renin-Inhibitor letztlich alle
die Angiotensin ll-vermittelte Stimulation des AT;-Antagonisten verhindern,
beruht der AT,-Agonist Compound 21 auf einer selektiven Stimulation des
AT,-Rezeptors. Dieser neue Ansatzpunkt der pharmakologischen Modu-
lation des Renin-Angiontensin-Systems kodnnte aufgrund des kontraren
Wirkmechanismus durchaus eine zeitversetzte Wirkung im Vergleich zu
den oben genannten Antihypertensiva aufweisen. Es ware also durchaus
denkbar, dass eine selektive Stimulation des AT,-Rezeptors mit
Compound 21 die implizierte antiinflammatorische, antifibrotische und
somit nephroprotektive Wirkung zu einem Zeitpunkt entfaltet, an dem der
ATi-Antagonist keinen Benefit mehr aufweist. Dies wirde auch erklaren,
weshalb Compound 21 nach 7-tagiger unilateraler Ureterobstruktion in
FVB-Mausen einen tendenziell nephroprotektiven Effekt aufweist, wahrend
der AT;-Antagonisten Losartan und der Renin-Inhibitor Aliskiren in dieser
spaten Phase keinen Benefit zeigen. In der Studie von Kashina et al.
beziglich der kardioprotektiven Wirkung des selektiven AT,-Agonisten
Compound 21 war der Benefit ebenfalls an Tag 7 nach Intervention nach-
weisbar [14]. Wahrend die Infarktgrof3e unter der Therapie mit Compound
21 signifikant reduziert war, zeigte sich unter der Therapie mit dem AT;-
Antagonisten Candesartan zu diesem Zeitpunkt ebenfalls lediglich eine
tendenzielle Reduktion [14]. Trotz aller aufgezeigten Kritikpunkte hat diese

Arbeit wichtige Grundlagen und Erkenntnisse fur Folgeversuche geliefert.
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7. Ausblick

7.1 Konsequenzen fur Compound 21
Die Tatsache, dass AT,-Rezeptor-Defizienz Nierenschadden nach renaler
Ablation aggraviert und zu erhoéhter Mortalitat fuhrt [11], impliziert, dass
AT,-Rezeptor-Stimulation antiinflammatorisch, antifibrotisch und somit
nephroprotektiv wirkt. Dieser Umkehrschluss konnte im Rahmen dieser
Dissertation jedoch nicht eindeutig bewiesen werden. Dennoch wurde
gezeigt, dass der selektive AT,-Agonist Compound 21 die UUO-bedingten
Nierenschaden weder aggraviert noch nephrotoxisch ist. Wie die
tendenziell nephroprotektive Wirkung von Compound 21 nach 7-tagiger
unilateraler Ureterobstruktion zu bewerten ist, muss durch weitere

Versuche in einem anderen Modell Gberprift werden.

Es wurde bereits publiziert, dass die Stimulation mit Compound 21 nach
induziertem Stroke in spontan hypertensiven, Schlaganfall anfalligen
Ratten (SHRSPs) zu einer signifikanten Reduktion des ischadmischen
Gebietes und der Mortalitat fuhrt [13]. Auch nach induziertem Myokard-
infarkt in Wistar Ratten fuhrt Compound 21 zu einem Benefit, welcher sich
durch eine verbesserte diastolische und systolische Ventrikelfunktion und
eine signifikant kleinere Infarktnarbe &uf3ert. Die signifikante Reduktion
von MCP-1 und MPO lassen zudem einen antiinflammatorischen Effekt
des selektiven AT,-Agonisten vermuten [14]. Nach Abschluss der préa-
klinischen Studien strebt das Center of Cardiovascular Research (CCR)
(Charité, Berlin, Deutschland) in Zusammenarbeit mit dem Pharmaunternehmen
Vicore Pharma (Geteborg, Schweden) die ersten klinischen Prufungen an [52].
Sowohl die neuro- als auch die kardioprotektive Wirkung des selektiven
AT,-Agonisten Compound 21 wurde in einem Klinisch relevanten Ischamie-
modell nachgewiesen. Folglich wére es durchaus sinnvoll die vermutete
nephroprotektive Wirkung von Compound 21 ebenfalls in einem Ischamie-
Reperfusions-Modell zu prufen. Letztlich sind Folgeversuche notwendig,

um die Funktion des AT,-Rezeptors endgtiltig charakterisieren zu kénnen.
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7.2 Sinnvolle Folgeversuche
Die Signalkaskade, welche durch Stimulation des AT,-Rezeptors aktiviert
wird, ist weitestgehend unklar [53]. Es muss zunachst gepruft werden, in
welcher Zeitspanne eine mogliche protektive Wirkung unter der Therapie
mit Compound 21 nachweisbar ist und wann sie ihren Hohepunkt erreicht.
Die Schwere der induzierten Nierenschadigung kann im Modell der
unilateralen Ureterobstruktion durch Veradnderung der Obstruktionsdauer
variiert werden. Das Fenster, in dem eine therapeutische Wirkung nach-
weisbar ist, scheint aufgrund der Progressivitat jedoch sehr gering zu sein.
Deshalb ware es sinnvoll die zeitabhangige Wirkung des AT,-Agonisten
erneut in einem Modell zu Uberprifen, welches weniger progressiv ist.
Hierfir wirde sich das Modell der renalen Ablation eignen, bei dem eine
Woche nach einer 2/3-Nephrektomie die komplette kontralaterale Niere
entfernt wird. In diesem Modell hat unsere Arbeitsgruppe bereits gezeigt,
dass AT,-Rezeptor-Defizienz Nierenschdden nach renaler Ablation
aggraviert und zu erhdhter Mortalitat fuhrt [11]. Im Umkehrschluss wurde
vermutet, dass AT,-Rezeptor-Stimulation antiinflammatorisch, antifibro-
tisch und somit nephroprotektiv ist. Zum Zeitpunkt der hier gezeigten
Versuche war das Modell der renalen Ablation in unserem Labor jedoch
noch nicht ausgereift genug, um nephroprotektive Ansatze anhand dieses
Modells untersuchen zu kénnen. Das Modell der reversiblen unilateralen
Ureterobstruktion, welches zuséatzlich eine Beurteilung der Regeneration
UUO-bedingter Nierenschaden ermdglicht [54], stellt eine Alternative zum
Modell der renalen Ablation dar. Das Modell der reversiblen Ureter-
obstruktion zeichnet sich dadurch aus, dass zur Obstruktion des Ureters
ein Klipp verwendet wird, welcher nach 6-tagiger unilateraler Ureter-
obstruktion wieder entfernt wird. Nach 7-tagiger Erholungsphase erfolgt
dann die Nephrektomie der kontralateralen Niere [55]. Um die implizierte,
antiinflammatorische und antifibrotische Wirkung des selektiven AT,-
Agonisten Compound 21 abschlieBend verifizieren oder eindeutig wider-
legen zu kénnen, ermdglicht dieses Modell eine zeitabhangige Beurteilung
unter Berucksichtigung der Regeneration der UUO-bedingten Nieren-

schadigungen.
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