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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Niere

1.1.1 Funktion und Morphologie

Die Nieren sind paarig angelegte Organe, die retroperitoneal in der Bauchhdhle liegen und von
einer festen aus Bindegewebe bestehenden Kapsel umgeben sind. Sie lbernehmen bei
Wirbeltieren zahlreiche lebenswichtige Aufgaben. Die Nieren sind fir die Ausscheidung von
harnpflichtigen Substanzen wie Harnstoff und Kreatinin verantwortlich. Des Weiteren zdhlen
die Aufrechterhaltung des Wasser- und Elektrolythaushaltes sowie die S&ure/Basen-
Homdostase zu ihren Aufgaben. Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) sind
die Nieren dazu in der Lage, den Blutdruck zu regulieren. Zudem werden in der Niere Hormone
wie Calcitriol, Erythropoetin und Renin synthetisiert, die Einfluss auf die Blutbildung und den
Knochenstoffwechsel haben.

Das Nierengewebe gliedert sich in die dullere Rinde (Cortex), das innere Mark (Medulla) und
das Nierenbecken (Pelvis).

Die kleinste funktionelle Einheit der Nieren ist das Nephron. Das Nephron setzt sich aus dem
Nierenkorperchen (Glomerulus) und dem dort entspringenden Tubulussystem zusammen. Das
Nierenkorperchen besteht aus einem Kapillarknauel, das von der Bowman Kapsel umgeben ist
und fungiert als glomeruldre Filtrationsschranke. Hier findet die Blutfiltration und Bildung des
Primdrharns statt.

Der zweite Teil des Nephrons, der Tubulusapparat, konzentriert den Primarharn und andert
dessen chemische Zusammensetzung durch Reabsorptions- und Sekretionsvorgange.

Der Tubulusapparat, bestehend aus einem stark gewundenen proximalen Tubulus, der Henle-
Schleife und dem distalen Tubulus, endet im Verbindungsstiick. Das Verbindungsstiick fihrt in
das Sammelrohr, das schlieRlich in das Nierenbecken mindet. Von hier aus flieRt der Harn
Uber den Ureter in die Harnblase.

(Arnold 2015; Deetjen und Alzheimer 2005; Klinke et al. 2005; Pape et al. 2018)

1.1.2 Die glomerulare Filtrationsbarriere

Die glomeruldre Filtrationsbarriere ist eine komplexe, hoch spezialisierte Barriere, die
maRgeblich daflir verantwortlich ist, welche Molekiile aus dem Blut in den Primarharn filtriert
werden (Menon et al. 2012). Sie setzt sich aus drei Schichten zusammen (Jarad und Miner

2009): Dem fenestrierten Endothel der Kapillaren, der glomeruldren Basalmembran und dem
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viszeralen Blatt der Bowman Kapsel, das von den Podozyten gebildet wird. Die erste Schicht
des glomeruldren Filters, das Endothel, das die Blutgefalle luminal auskleidet, wirkt sowohl
groRen- als auch ladungsselektiv. Die Interzellularrdaume der Endothelzellen sind etwa 60 nm
grof3. Folglich kénnen nur Molekiile, die kleiner als 60 nm sind, diese erste Barriere
Uberwinden. Luminal sind die Endothelzellen von einer negativ geladenen Schicht, der
endothelialen Glykokalyx (iberzogen, auf die in der folgenden Arbeit im Detail eingegangen
wird. Die endotheliale Glykokalyx leistet einen grolRen Beitrag zur Ladungsselektivitat der
glomeruldren Filtrationsbarriere. Versuche zeigten, dass das negativ geladene Albumin in
weitaus geringerem Umfang filtriert wird als neutrale Molekiile der gleichen Grofie
(Haraldsson et al. 2008). Dies verdeutlicht, dass neben der GroRe auch die Ladung der
Molekile im Hinblick auf ihre Filtration entscheidend ist. Die glomerulare Basalmembran, die
sich in drei Schichten unterteilen |asst, verbindet das Glomerulusendothel mit Hilfe von
Adhéasionsproteinen mit dem viszeralen Blatt der Bowman Kapsel. Sie setzt sich aus einem
Netzwerk aus KollagenlV, Nidogen, Laminin und Proteoglykanen zusammen. Mit einer Dicke
von 240 bis 340 um stellt sie eine mechanische Komponente des Filters dar (Miner 2012). Das
viszerale Blatt der Bowman Kapsel wird von den Podozyten gebildet. Bei Podozyten handelt es
sich um hoch differenzierte und spezialisierte Zellen. Sie bestehen aus einem volumindsen
Zellkorper, von dem Primarfortsatze ausstrahlen, die sich weiter in feinere, sogenannte
Sekundarfortsatze aufzweigen. Die sekunddren FuBfortsdtze benachbarter Podozyten
verzahnen sich fingerartig ineinander. Zwischen den einzelnen Fortsatzen befinden sich 30 bis
40 nm breite Filtrationsschlitze, die von einer Schlitzmembran (iberbriickt werden, die
hauptséachlich aus den Proteinen Podocin und Nephrin besteht (Arif und Nihalani 2013; Greka
und Mundel 2012; Pavenstadt et al. 2003).

Kommt es aufgrund von diversen Erkrankungen zu einer PorenvergréRerung oder zu einem
Verlust der negativen Ladungseigenschaft, kdnnen Proteine ungehindert die Membran

passieren und es kommt zu einer Proteinurie, in Form einer Albuminurie.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der glomerularen Filtrationsbarriere

1.2 Pathophysiologie der Proteinurie

1.2.1  Definition und Ursachen

In der Humanmedizin ist eine Proteinurie durch die Ausscheidung von mehr als 150 mg EiweiR
pro Tag Uber den Urin gekennzeichnet (Greten et al. 2010). Da der glomerulare Filter flr
groRere Proteine wie das quantitativ wichtigste Plasmaprotein Albumin weitgehend
undurchlassig ist, betragt die Konzentration im Filtrat nur 0,01-0,05% der Konzentration, die im
Plasma vorliegt (Klinke et al. 2005). Uberschreitet die Albuminausscheidung 30 mg/d wird dies
als Mikroalbuminurie bezeichnet. Wird eine Alouminausscheidung von mehr als 300 mg/d im
Urin gemessen, nennt man dies Makroalbuminurie.

Die Entstehung einer Proteinurie kann verschiedene Ursachen haben. Je nach Entstehungsort
wird zwischen einer prarenalen, renalen oder postrenalen Proteinurie differenziert. Die
prarenale Proteinurie, auch Uberlaufproteinurie genannt, kommt durch eine krankhafte
Proteinerhohung im Plasma zustande. Die renale Proteinurie lasst sich in die glomeruldre und
die tubuldre Proteinurie unterteilen. Bei einer glomerularen Proteinurie liegt eine Schadigung
des glomeruldren Filters vor, sodass hohe Mengen an Proteinen ins Filtrat gelangen. Eine
weitere Unterteilung der glomeruldren Proteinurie in einen selektiven und unselektiven
Zustand des Permeabilitdtsdefekts ist durch die Bestimmung von Albumin und
ImmunglobulinG (IgG) moglich. Durch die Auflagerung von Immunkomplexen kann es zu einer

Neutralisation der anionischen Ladung der Filtrationsbarriere kommen. Dies hat zur Folge, dass
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die Ladungsselektivitat fir negativ geladene Molekile wie Albumin aufgehoben ist und diese
den Filter vermehrt passieren kdnnen. Bei einem Verlust der negativen Ladungstrdger des
glomeruldren Filters spricht man von einer selektiven glomerularen Proteinurie, fir die
Albumin als vermehrtes Markerprotein gilt. Wird aufgrund von strukturellen Schadigungen
neben der Ladungsselektivitat auch die GroéBenselektivitat beeintrachtigt, spricht man von
einer unselektiven glomeruldaren Proteinurie, bei der neben Albumin auch groRmolekulare
Proteine wie IgG mit dem Harn ausgeschieden werden (Schiitz 2000; Kawakami et al. 1990).
Die glomerulare Proteinurie, bei der es zu einer pathologisch vermehrten Proteinfiltration liber
die glomerulare Filtrationsbarriere kommt, wird als die Hauptursache fiir die Entstehung einer
klinisch manifesten Proteinurie gesehen (Haraldsson et al. 2008).

Bei einer tubuldren Proteinurie ist die Fahigkeit des proximalen Tubulus zur Reabsorption
reduziert. Dies kann zum Beispiel durch Schadigungen der Tubuluszellen durch Nephrotoxine,
entziindliche Prozesse oder  auch die Erschopfung der physiologischen
Reabsorptionsmechanismen bedingt sein (Schiitz 2000). Sind die Zellen des proximalen
Tubulus geschadigt, kdnnen auch physiologische Proteinmengen im Ultrafiltrat nicht mehr
ausreichend reabsorbiert werden und werden folglich mit dem Urin ausgeschieden (Klinke et
al. 2005). Von einer postrenalen Proteinurie spricht man, wenn die Proteine im Harn nicht aus

der Niere stammen, sondern lber die abfihrenden Harnwege in den Urin gelangen.

1.2.2 Klinische Bedeutung

Bei zahlreichen Nierenerkrankungen tritt haufig eine Proteinurie auf. Eine Proteinurie ist unter
anderem ein Hinweis auf einen Integritatsverlust der glomerularen Filtrationsbarriere (Castrop
und Schiell 2017). Dabei scheint eine pathologisch erhéhte Proteinausscheidung im Urin nicht
nur ein Kennzeichen verschiedener Nierenerkrankungen zu sein, sondern auch den Verlauf
einer Nierenfunktionsstérung zu beschleunigen (Remuzzi und Bertani 1998). Proteinurie wird
unter anderem mit dem Auftreten von chronischen Nierenerkrankungen assoziiert. Chronische
Nierenerkrankungen gelten als Risikofaktor fir das Auftreten von kardiovaskularen
Erkrankungen, die eine hohe Mortalitdtsrate aufweisen (Keith et al. 2004). Zudem fiihrt eine
Proteinurie zu einer Verschlechterung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR), der
relevantesten KenngréRe der Nierenfunktion (Currie und Delles 2013) und somit zu einer
verschlechterten Klarfunktion der Nieren. Unter physiologischen Bedingungen reabsorbieren
proximale Tubuluszellen mittels Endozytose Proteine, die bereits den glomeruldren Filter

passiert haben. Kommt es allerdings zu einer erhohten Proteinfiltration, wird die
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physiologische Reabsorptionsfahigkeit des proximalen Tubulus tGberschritten und es kommt zu
einer Akkumulation der proteinhaltigen Lysosomen im proximalen Tubulus, was wiederum zu
einer Schadigung der betroffenen Tubuluszellen fiihrt (Dickson et al. 2014). Des Weiteren
wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass das Schlaganfallrisiko bei Patienten mit erhohter
Albuminausscheidung im  Vergleich zu Patienten mit einer physiologischen
Albuminausscheidung um 90% gesteigert war (Lee et al. 2010).

Aullerdem flihrt die Kombination von Mikroalbuminurie vor allem im Zusammenhang mit dem
sogenannten metabolischen Syndrom zu weiteren Problemen. Das metabolische Syndrom,
auch als todliches Quartett bezeichnet, ist der Uberbegriff fiir Risikofaktoren arterieller
GefalRerkrankungen, insbesondere fiir Erkrankungen der KoronargefdRe. Die Risikofaktoren
sind neben Hypertonie und abdominaler Fettleibigkeit auch Insulinresistenz und Stérungen im
Fettstoffwechsel.  Verglichen  mit  hypertonen Patienten = mit  physiologischer
Albuminausscheidung unterliegen Patienten, die neben dem Bluthochdruck auch an einer
Mikroalbuminurie leiden, einem 4-fach erhdhten Risiko eine koronare Herzkrankheit zu
entwickeln (Jensen et al. 2000). Albumin dient als wichtigstes Plasmaprotein der
Aufrechterhaltung des onkotischen Drucks. Ein Alouminmangel lasst den onkotischen Druck im
Blutplasma sinken und es kommt zu einer vermehrten Filtration von Flissigkeit in das
umliegende Gewebe, was mit der Entstehung von Odemen einhergeht (Siddall und
Radhakrishnan 2012).

Um das Risiko eines progressiven Verlaufs von chronischen Nierenerkrankungen, einer
verminderten GFR und vor allem des Auftretens von kardiovaskuldren Ereignissen zu
reduzieren, ist es wichtig, die Proteinurie friihzeitig zu erkennen und zu therapieren, um die

Erhaltung der Nierenfunktion zu gewahrleisten.

1.3 Tubulo-glomerularer Feedbackmechanismus

Wie gerade beschrieben stellt die Proteinurie einen Risikofaktor fiir den Verlauf von
chronischen Nierenerkrankungen und einer verminderten GFR dar. Deshalb wird im Folgenden
auf den tubulo-glomeruldaren Feedbackmechanismus (TGF), einen Mechanismus, der die GFR
regulieren und eine Hyperfiltration der glomeruldren Filtrationsbarriere verhindern soll,
genauer eingegangen. Der tubulo-glomeruldre Feedbackmechanismus reguliert die Filtration
einzelner Nephrone in der Niere, indem er die GFR der tubuldaren Resorption anpasst. Die
anatomische Voraussetzung fiir diesen Mechanismus ist der Kontakt der in der Wand des
distalen Tubulus gelegenen Macula-densa-Zellen mit dem zugehdérigen Glomerulus im Bereich

des juxtaglomeruldren Apparats. Macula-densa-Zellen sind eine Population von spezialisierten

5
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Tubuluszellen, die in Abhdngigkeit von der Natriumchlorid (NaCl)-Konzentration im Tubulus
den Tonus der afferenten Arteriole und damit die GFR des jeweiligen Nephrons modulieren. Im
Falle einer erhdhten tubuldren NaCl-Konzentration wird diese von furosemidsensitiven
Na/K/2Cl-Kotransportern in den Macula-densa-Zellen detektiert. Dies fiihrt zu einer Zunahme
der intrazellularen Cl-Konzentration und im Folgenden zu einer Freisetzung von
Adenosintriphosphat (ATP), das zu Adenosin dephosphoryliert wird. Adenosin bewirkt eine
Vasokonstriktion des Vas afferens, die eine Abnahme der Einzelnephron-GFR zur Folge hat.
Damit wird die notwendige Reabsorptionsarbeit fiir dieses Nephron reduziert und die NaCl-
Konzentration im friihdistalen Tubulus sinkt ab. Eine erniedrigte NaCl-Konzentration fiihrt zu
einem umgekehrten Effekt. Durch diesen Feedbackmechanismus werden sowohl die
Autoregulation der renalen Perfusion als auch eine konstante GFR gewahrleistet. Er schiitzt die
glomeruldren Kapillaren vor einer UbermaRigen Druckbelastung, die Filtrationsbarriere vor
einer Hyperfiltration und das Tubulussystem vor einer inaddquaten Reabsorption von
Proteinen.

(Castrop 2016; Klinke et al. 2005; Deetjen und Alzheimer 2005)

1.4 Endotheliale Glykokalyx

Die endotheliale Glykokalyx ist ein Teil der glomerularen Filtrationsbarriere. Da sie seit einiger
Zeit immer mehr in den Fokus der Wissenschaft riickt und auch in der vorliegenden Arbeit
intensiv untersucht werden sollte, werden im Folgenden ihr Aufbau, ihre Funktion und ihre

Bedeutung fiir die Integritat der glomerularen Filtrationsbarriere dargestellt.

1.4.1 Historie und Visualisierungsmoglichkeiten

Bereits im Jahre 1947 wurde vermutet, dass auf der luminalen Seite der Endothelzelle eine
schmale zellfreie Schicht existiert (Chambers und Zweifach 1947; Danielli 1940).

Mittels der Rutheniumrot-Kontrastrierung konnte die als endotheliale Glykokalyx bezeichnete
Schicht im Jahre 1966 erstmals mit Hilfe der Elektronenmikroskopie dargestellt werden. Luft
beschrieb sie als eine unregelmaRig geformte, flockige Schicht mit einer Dicke von 20 nm (Luft
1966). Dieser Schicht wurde jedoch aufgrund der geringen Dicke lange Zeit keine grolle
funktionelle Bedeutung zugeschrieben.

Mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass

diese Schicht wesentlich dicker ist als bis dahin angenommen wurde (Barker et al. 2004a).
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Heute ist die endotheliale Glykokalyx mit Hilfe der Intravitalmikroskopie gut zu visualisieren

und spielt eine groRe Rolle bei verschiedenen Erkrankungen und Therapieansatzen.

1.4.2 Aufbau und Bestandteile

Die endotheliale Glykokalyx, eine kohlenhydratreiche Schicht, kleidet luminal jedes gesunde
BlutgefaR des Kreislaufsystems aus. Das Fundament der endothelialen Glykokalyx bilden die
Proteoglykane, wobei das transmembrandr verankerte Syndekanl den Hauptbestandteil
darstellt (Carey 1997).

In Verbindung mit diesem Fundament bilden die daran befestigten Glykosaminoglykane das
Grundgerist der endothelialen Glykokalyx. Es sind fiinf verschiedene Glykosaminoglykane
vertreten: Heparansulfat, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Keratansulfat und Hyaluronsaure.
Heparansulfat bildet mit einem Anteil von 90% die Hauptfraktion der Glykosaminoglykane. Die
Hyaluronsaure ist das einzige Glykosaminoglykan, das nicht lber ein Proteoglykan, sondern
Uber den CD44 Rezeptor an die Zellmembran gebunden ist. Aufgrund der negativen Ladung
der Seitenketten der Glykosaminoglykane entsteht eine negativ geladene Schicht entlang der
Endothelzellen. Die Gruppe der Glykoproteine, die ebenfalls einen Teil des Grundgeriistes der
endothelialen Glykokalyx darstellt, ist durch kurze verzweigte Kohlenhydratseitenketten
charakterisiert (Reitsma et al. 2007).

Zusammen mit dem Grundgerist bildet die sogenannte ,Dynamische Komponente” die
Endothelial Surface Layer (ESL). Die dynamische Komponente besteht aus |6slichen Anteilen,
die entweder vom Endothel oder aus dem Blutstrom stammen. Die I6slichen Bestandteile aus
dem Blutstrom werden an das Grundgerist angelagert, vernetzt und wieder losgeldst. Bedingt
durch das dynamische Gleichgewicht zwischen dem Grundgeriist und den Plasmateilchen
variiert die Dichte und Struktur der ESL (Pries et al. 2000).

Die Dicke der endothelialen Glykokalyx hangt davon ab, welches BlutgefaR sie auskleidet. In
Experimenten mit Ratten konnte dargestellt werden, dass die Dicke der endothelialen
Glykokalyx in Kapillaren 0,2-0,5 um (van den Berg et al. 2003) und in kleinen Arterien 2-3 um
(van Haaren et al. 2003) betrdgt. In murinen Karotiden betragt ihre Dicke 4,5 pm (Megens et

al. 2007).
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau der endothelialen Glykokalyx

1.4.3  Funktion

1.4.3.1 Revidiertes Prinzip der Starlinggleichung

Im Jahre 1896 hat Ernest Starling folgende Gleichung fiir die Filtrationskraft (F), die iber das
Endothel wirkt, aufgestellt: F=(P.-P;)-o(m,-u) (Starling 1896).

Diese Gleichung beschreibt den Nettofluss Ulber eine kapillire Membran, der durch
hydrostatische und onkotische Krafte verursacht wird. Sowohl durch den onkotischen Druck in
den Kapillaren (mp) als auch durch den hydrostatischen Druck im Interstitium (P;) werden
Kolloide und Fliissigkeit im Gefdll gehalten. Dem entgegengesetzt wirkt der niedrigere
hydrostatische Druck in den Kapillaren (P.) und der onkotische Druck im Interstitium (). Die
GefalRpermeabilitdit fir Kolloidmolekile wird durch den Reflexionskoeffizienten o
berlicksichtigt. Hier ist zu erwahnen, dass die endotheliale Glykokalyx bis dato noch voéllig
unbekannt war und nicht in der Gleichung berticksichtigt wurde.

In den 80er Jahren des 19. Jahrhunderts wurde festgestellt, dass die Konzentration der
Kolloide im Interstitium nicht, wie urspriinglich von Ernest Starling angenommen, wesentlich
geringer als im Plasma ist. Aufgrund dieser Gegebenheit formulierte Levick 1991 das
sogenannte ,low lymph flow paradoxon” (Levick 1991). Dies basiert auf der Beobachtung, dass
viele Gewebe nicht in Balance waren, wenn der nach innen gerichtete onkotische Gradient der

einzige Faktor ware, der der vom hydrostatischen Druck abhdngige Auswartsfiltration
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entgegenwirken wirde (Jacob und Chappell 2013). Die Kapazitdt des Lymphsystems wiirde bei
solch einer Nettofiltration ins Interstitium bei Weitem Uberschritten werden.

Im Jahr 2004 wurde die Starlinggleichung zu einer neuen Formel revidiert, in der sich der
kolloidosmotische Gradient nicht mehr auf das Interstitium, sondern auf den schmalen Spalt
(g) zwischen der endothelialen Glykokalyx und der Endothelzelloberflache bezieht (Adamson

et al. 2004).

F=(Pc-Pg)-0(Ttp-Tig)

Im selben Jahr wurde das ,,Double Barrier” Konzept veroffentlicht (Rehm et al. 2004). Sowohl
die endotheliale Glykokalyx als auch die Endothelzelle selbst wirken einer

Kolloidauswartsfiltration entgegen.

1.4.3.2 Ladung der endothelialen Glykokalyx

Die endotheliale Glykokalyx ist aufgrund der negativ geladenen Seitenketten der
Glykosaminoglykane insgesamt negativ geladen. Sie ist je nach Ladung und GroRe der
Blutbestandteile unterschiedlich permeabel. Im Detail wird spdter noch genauer auf die
endotheliale Glykokalyx und deren physiologische Bedeutung in den glomeruldren Kapillaren,
besonders im Hinblick auf die glomeruldre Filtrationsbarriere eingegangen. Nachdem im
Modell eine Ladungsneutralisation der ESL erzeugt wurde, konnte ein vermehrter Durchtritt
von Albumin und Dextran gemessen werden. Damit wurde demonstriert, dass die
Permeabilitat maBgeblich von der Ladung der endothelialen Glykokalyx beeinflusst wird und
eine Ladungsdnderung in einer veranderten Barrierefunktion resultiert (van Haaren et al.

2005).

1.4.3.3 Mechanotransduktion durch die endotheliale Glykokalyx

Auf das GefaRendothel wirken mechanische Krafte ein, die durch den Blutstrom erzeugt
werden. Es ist bekannt, dass diese Scherbeanspruchung sowohl die Morphologie als auch die
Funktion der Endothelzellen beeinflusst (Davies 1995; Dewey et al. 1981). Unterliegen die
Endothelzellen einer groBen Scherbeanspruchung, produzieren sie Stickstoffmonoxid (NO), das

zu einer Vasodilatation der GefalRRe fihrt (Rubanyi et al. 1986).
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Lange war nicht bekannt, welche Molekiile fiir die Umwandlung der biomechanischen Kréafte in
biochemische Signale (Mechanotransduktion) verantwortlich sind. Die endotheliale Glykokalyx
wurde als moégliche Grundlage fiir diese Mechanotransduktion in Betracht gezogen (Reitsma et
al. 2007).

In Experimenten mit kultivierten Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass nach Behandlung
mit Heparinase, einem Enzym, das das Glykosaminoglykan Heparansulfat aus der
endothelialen Glykokalyx abspaltet, keine gleichwertige Mechanotransduktion und NO-
Freisetzung erfolgte (Florian et al. 2003). Ebenfalls wurde nach Zugabe von Hyaluronidase, die
das Glykosaminoglykan Hyaluronsdure schadigt, eine herabgesetzte Antwort auf eine erhohte
Scherbeanspruchung gemessen (Mochizuki et al. 2003). Aus diesen Versuchen lasst sich
schlieRen, dass die endotheliale Glykokalyx eine entscheidende Rolle bei der

Mechanotransduktion spielt.

1.4.3.4 Zellinteraktion mit Blutbestandteilen

Die endotheliale Glykokalyx beeinflusst die Interaktion zwischen Bestandteilen des Blutes und
dem GefalRendothel. Neben dem Endothel existiert eine Zone im Kapillarlumen, die frei von
Erythrozyten ist. Diese zellfreie Zone verschwand, nachdem die endotheliale Glykokalyx
zerstoért wurde (Vink und Duling 1996). Ahnlich verhilt es sich mit den Thrombozyten. Unter
physiologischen Bedingungen sind Interaktionen zwischen den Blutplattchen und dem
Endothel sehr selten zu beobachten, wahrend nach partieller Zerstérung der endothelialen
Glykokalyx ein vermehrtes in Kontakt treten gemessen wurde (Vink et al. 2000).

Die Rolle der endothelialen Glykokalyx im Hinblick auf die Leukozyten-Endothelzellinteraktion
besteht darin, die Adhdsionsmolekiile der Endothelzellen, wie das P-Selektin oder das
interzelluldre Zelladh&dsionsmolekil (ICAM1) zu verstecken (Reitsma et al. 2007). Es wurde eine
gesteigerte Adhadsion der Leukozyten an das Endothel beobachtet, nachdem das Enzym
Heparinase verabreicht wurde (Constantinescu et al. 2003). Der Ansammlung von Leukozyten
am Endothel folgt das Selektin-vermittelte ,Rolling” entlang der GefaBwand. Nach der
Integrin-vermittelten Adhasion der Leukozyten an die Endothelzellen ziehen sich diese
zusammen und die ,Tight junctions” I6sen sich. Dadurch ist eine parazelluldre Passage der
Leukozyten moglich.

Unter physiologischen Bedingungen schirmen die Glykosaminoglykanseitenketten die deutlich
kleineren Adhasionsmolekiile des Endothels ab. Wird allerdings die endotheliale Glykokalyx
beschadigt, liegen diese Adhasionsmolekiile frei und die Blutzellen kdnnen mit dem Endothel

interagieren (Constantinescu et al. 2003; Vink et al. 2000).
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1.4.3.5 Blutgerinnung und fibrinolytisches System

Endothelzellen tragen dazu bei, die Blutgerinnung und das fibrinolytische System zu regulieren
und ibernehmen dadurch eine gefaBprotektive Rolle. Die antikoagulatorische Eigenschaft des
Endothels entsteht durch die Bindung von Gerinnungshemmern wie Antithrombin,
Heparinkofaktor2 und Thrombomodulin an die endotheliale Glykokalyx (Lijnen und Collen
1997). Das Antikoagulans Antithrombin bindet an Heparansulfat-
Glykosaminoglykanseitenketten der endothelialen Glykokalyx (Marcum und Rosenberg 1987;
Mertens et al. 1992). Antithrombin, ein in der Leber synthetisiertes Glykoprotein, hemmt die
Gerinnungsfaktoren Thrombin, Faktor Xa, IXa, Xla und Xlla. Heparinkofaktor2 fungiert als
thrombinspezifischer Proteasehemmer, der durch Dermatansulfat in der endothelialen
Glykokalyx aktiviert wird (Tovar et al. 2005; Parker und Tollefsen 1985). Thrombomodulin,
welches von Endothelzellen gebildet wird, hemmt ebenfalls den Gerinnungsfaktor Thrombin.
Um die Bluthdmostase aufrecht zu erhalten, missen sich das (anti-)koagulatorische und
fibrinolytische System im Gleichgewicht befinden. Plasminogen, eine Vorstufe des Plasmins,
das Fibrinpolymere in Thromben spaltet, bindet an das Endothel und wird so vor der Inhibition
durch a2-Antiplasmin geschiitzt (Lijnen und Collen 1997).

All diese antikoagulatorisch und antithrombotisch wirkenden Substanzen, die durch die
endotheliale Glykokalyx entweder prasentiert oder aktiviert werden, tragen zu einem

gesunden thromboresistenten Endothel bei.

1.4.4 Shedding der endothelialen Glykokalyx

Das Abspalten von einzelnen Bestandteilen der endothelialen Glykokalyx bezeichnet man als
»Shedding”. Durch den Abbau kommt es zum Integritatsverlust der endothelialen Glykokalyx
und damit einhergehend zu funktionellen Einschrankungen. Daraus resultiert eine Dysfunktion
der endothelialen Zellen, die zahlreiche Komplikationen mit sich bringt.

Das atriale natriuretische Peptid (ANP) (Bruegger et al. 2005), Entziindungsmediatoren wie der
Tumornekrosefaktor a (TNF-a) (Henry und Duling 2000) und hohe Konzentrationen an
Lipoproteinen niederer Dichte (Vink et al. 2000) sind Faktoren, die zu einer Degradierung der
endothelialen Struktur fihren. Des Weiteren fihren Ischdmie/Reperfusion (Reitsma et al.
2007), Hypoxie/Reoxygenierung (Johansson et al. 2014), Diabetes (Nieuwdorp et al. 2006) und
Sepsis (Nelson et al. 2008) ebenfalls zum Shedding der endothelialen Glykokalyx und den

damit verbundenen Konsequenzen.
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1.4.5 Substanzen mit protektiver Wirkung auf die endotheliale Glykokalyx
Die Schadigung der endothelialen Glykokalyx mindert die Barrierefunktion der GefaBwande
und fiihrt zu Proteinaustritt in das Gewebe und zur Bildung von Odemen. Folglich scheint die
Sanierung einer bereits geschadigten endothelialen Glykokalyx, aber vor allem der Schutz
dieser Schicht, sowohl bei akuten als auch bei chronischen GefdaBerkrankungen ein
vielversprechendes therapeutisches Ziel zu sein (Becker et al. 2010).

In Versuchen mit Mausen wurde gezeigt, dass die vollstandige Wiederherstellung der
endothelialen Glykokalyx, nachdem sie mittels Hyaluronidase bzw. TNF-a geschadigt wurde,
zwischen funf und sieben Tagen dauert (Potter et al. 2009). Die genaueren Mechanismen der
Wiederherstellung einer geschadigten endothelialen Glykokalyx sind noch weitgehend
unbekannt.

Verschiedene Studien ergaben, dass ein Schutz der ESL durch eine ausreichend hohe
Konzentration an Plasmaproteinen erreicht werden kann (Jacob et al. 2006). Der Schutz der
endothelialen Glykokalyx spielt vor allem bei Organtransplantationen eine entscheidende
Rolle. Die vermehrte Anlagerung von Leukozyten, die durch das Reperfusions-induzierte
»Shedding” der Glykokalyx hervorgerufen wird, fiihrt zu akuten und chronischen Schaden und
sollte folglich verhindert werden. Das Ziel, das Endothel im Transplantat wahrend der Phase
der Ischamie mit Hilfe von Plasmaalbumin zu schitzen, beruht auf der Tatsache, dass nur eine
mechanisch intakte ESL in der Lage ist, die Reperfusionsphase zu liberstehen (Jacob et al.
2009).

Neben Albumin ist auch Hydrocortison, eine synthetische Form des kdrpereigenen Cortisols,
eine Substanz, die protektive Eigenschaften auf die endotheliale Glykokalyx hat. Hydrocortison
reduziert die Expression der NO-Synthase und somit die NO-Produktion im Endothel. Es
bewirkt einen erhdhten vaskuldaren Widerstand in der Peripherie und eine verbesserte
Ansprechbarkeit der a-adrenergen Rezeptoren. Es wurde gezeigt, dass Hydrocortison die
endotheliale Glykokalyx schiitzt und somit den Erhalt der endothelialen Barrierefunktion
unterstitzt. Der genaue Wirkmechanismus ist derzeit noch nicht vollstindig geklart.
Versuchsreihen deuten darauf hin, dass eine mogliche Erkldrung in der Stabilisation von
Mastzellen durch das Cortison liegt. Dadurch wird von den Mastzellen kein Histamin mehr
freigesetzt und die Entstehung von endothelialen Liicken bleibt aus (Chappell et al. 2007).

Das antikoagulatorisch wirkende Antithrombin hat ebenfalls einen protektiven Einfluss auf die
endotheliale Glykokalyx (Chappell et al. 2009a; Chappell et al. 2009b) und befahigt sie dazu,

eine physiologische Permeabilitdt des Endothels zu gewahrleisten.
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1.4.6 Bedeutung fiir die glomeruldre Filtrationsbarriere

Die hohe Pravalenz von kardiovaskuldaren Erkrankungen bei Patienten mit chronischen
Nierenerkrankungen ist bisher nur teilweise geklart (Sarnak et al. 2003). Als moégliche Erklarung
fiir diese Pravalenz wird seit einigen Jahren die endotheliale Glykokalyx in Betracht gezogen
(Miranda et al. 2016), die als Marker zur Diagnose von Gefdllschdaden verwendet wird
(Nieuwdorp et al. 2008). Das Vorliegen einer Mikroalbuminurie wird mit dem Fortschreiten
von chronischen Nierenerkrankungen in Verbindung gebracht. Obwohl die Pathophysiologie
der Mikroalbuminurie noch nicht vollstandig geklart ist, legen Daten in der Literatur nahe, dass
die endotheliale Glykokalyx involviert ist (Nieuwdorp et al. 2005; Stehouwer und Smulders
2006). In kultivierten glomeruldren Endothelzellen wurde bereits gezeigt, dass nach
Schadigung der endothelialen Glykokalyx der Durchfluss von Albumin anstieg.

Durch Behandlung der Zellkultur mit Neuraminidase wurde Sialinsdure, ein Bestandteil der
glomeruldren endothelialen Glykokalyx, geschadigt. Daraus resultierte sowohl eine
Veranderung in der Albuminpassage als auch in der Durchlassigkeit fir Wasser und kleine
geloste Molekiile.

In weiteren Versuchen wurden Heparansulfat-Glykosaminoglykane spezifisch mit Hilfe von
Heparanasel (HPSE1) geschadigt. Es konnte daraufhin eine erhoéhte Albuminpassage
beobachtet werden. Der gleiche Effekt konnte nach Zugabe von Heparinase3 beobachtet
werden. Im Vergleich zu den Versuchen mit Neuraminidase konnte jedoch keine Veranderung
in der Durchlassigkeit flir Wasser und kleinere Teilchen beobachtet werden. Indem man HPSE1
in experimentellen Versuchen blockierte, konnten die Heparansulfat-Glykosaminoglykane
geschiitzt werden und es wurde eine verminderte Proteinurie gemessen (Singh et al. 2007).

Da die endotheliale Glykokalyx ein wichtiger Bestandteil der glomeruldren Filtrationsbarriere
ist und entscheidend zur Durchldssigkeit dieser Barriere beitragt, steht sie immer mehr im
Fokus der Nierenforschung. In der vorliegenden Arbeit werden Verdnderungen der
glomerularen endothelialen Glykokalyx sowohl in vitro als auch in vivo unter verschiedenen

Bedingungen untersucht.

1.5 Grundlagen der Multiphotonenmikroskopie

Bereits im Jahr 1931 wurde die theoretische Grundlage fir die simultane Absorption zweier
Photonen in einem Atom von der Physikerin Maria Goppert-Mayer etabliert (Géppert-Mayer
1931). Als geeignete Laser entwickelt wurden, folgte die praktische Umsetzung ihrer Theorie
und wurde von da an in der medizinischen Forschung genutzt. Dunn und Mitarbeiter

verwendeten diese Technik erstmalig an lebenden Tieren und er6ffneten damit die
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Moglichkeit fir die mikroskopische Untersuchung von Geweben und Organen unter
physiologischen Bedingungen (Dunn et al. 2002).

Um die Vorteile dieser neuen mikroskopischen Technik gegeniber der konventionellen
Einphotonen-Mikroskopie darlegen zu kdnnen, erfolgt zundchst eine Einfihrung in die

Prinzipien und physikalischen Grundlagen der Multiphotonenmikroskopie.

1.5.1 Prinzip der Multiphotonenmikroskopie

Das Prinzip der Multiphotonenmikroskopie basiert auf der Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe
durch zwei oder mehrere Photonen, die gemeinsam die bendtigte Anregungsenergie
aufbringen (Oheim et al. 2006) und ein Elektron so aus dem Grundzustand in einen héheren
Energiezustand (S2-Zustand) versetzen. Zunachst fallt das angeregte Elektron unter
Energieverlust zurlick in den S1-Zustand. Fallt das angeregte Elektron anschlieBend wieder auf
sein urspringliches Energieniveau zuriick, sendet es ein ldangerwelliges, energiedrmeres
Photon aus. Der Unterschied der Wellenldangen zwischen dem anregenden kurzwelligen
Photon und dem emittierten langerwelligen Photon wird als Stokes’sche-Verschiebung
bezeichnet (Anunay 2006).

Fluoreszenz entsteht also, wenn das Fluoreszenzmolekiil ankommende Photonen absorbiert
und anschlieBend ein Photon in einer anderen Wellenldinge wieder abgibt. Die
Anregungsenergie eines Photons kann durch die von zwei oder mehreren Photonen ersetzt
werden, soweit diese in Summe die gleiche Energie liefern. Die Voraussetzung, dass diese
Photonen simultan eintreffen miissen, um die bendtigte Anregungsenergie bereitzustellen,
wird durch eine sehr hohe Photonendichte erreicht, die durch den Einsatz eines pulsierenden
Lasers zustande kommt. Die Wahrscheinlichkeit, dass das Fluophor simultan durch zwei
Photonen angeregt wird, ist auf ein Volumen von weniger als einem Femtoliter im Brennpunkt
beschrdankt (Oheim et al. 2006). Da das emittierte Licht alleinig vom Brennpunkt stammen
kann, kann bei der Multiphotonenmikroskopie auf eine Lochblende, die die Emission aus
anderen Ebenen abtrennen wiirde, verzichtet werden. Des Weiteren muss der Strahlengang
nicht wie bei der konventionellen konfokalen Mikroskopie zurlick gescannt werden. Aus

diesem Grund werden nahe an der Probe sogenannte ,, Non-Descanned” Detektoren platziert.

1.5.2 Vorteile gegeniiber der konventionellen Einphotonenmikroskopie
Aus den physikalischen Unterschieden beider mikroskopischen Methoden ergeben sich

zahlreiche Vorteile, die im Folgenden kurz erlautert werden sollen:
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Zwei-Photonen-Anregungsspektren sind verglichen mit Ein-Photonen-Anregungsspektren
breiter. Aus diesem Grund kann die Anregung verschiedener Fluophore mit einer einzigen
Lichtquelle erfolgen. Da die gesamte entstehende Fluoreszenz aus dem Brennpunkt stammt,
ist der Einsatz von sehr sensiblen Detektoren moglich. Die Wellenldnge dieser Lichtquelle ist im
Vergleich zur Absorption eines Photons doppelt so grof8. Hieraus ergeben sich drei weitere
Vorteile: Zum einen ist das anregende Licht energiedrmer und somit fiir das Gewebe weniger
phototoxisch. Des Weiteren wird aufgrund der energiedrmeren Strahlung das Gewebe weniger
ausgebleicht. Ein weiterer Pluspunkt, der vor allem im Hinblick auf die intravitale Mikroskopie
entscheidend ist, ist die tiefere Penetration des Gewebes. Die hohere Eindringtiefe wird durch
die geringere Frequenz des anregenden Lichts und der daraus resultierenden geringen
Streuung im Gewebe gewadhrleistet (Oheim et al. 2006).

Diese Vorteile ermdglichen es, Strukturen in tieferen Gewebeschichten zu untersuchen und
schaffen somit die Voraussetzung fir sowohl morphologische als auch funktionelle
Untersuchungen in lebendem Gewebe. Des Weiteren bietet das Multiphotonenmikroskop die
Moglichkeit, ein Modell der akuten Tubulusnekrose zu imitieren, indem mit hoher fokussierter
Laserpower einzelne Zellen geschadigt werden.

Dennoch wird diese Methode bislang nur in wenigen Laboratorien praktiziert. Dies ist zum
einen den hohen Anschaffungskosten geschuldet und zum anderen durch die Komplexitat

dieser Methode und der Vorbereitung der Versuchstiere erklarbar.
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2 Fragestellung

Eine Albuminurie kann zum einen durch den Verlust der Integritdt der glomerularen
Filtrationsbarriere und zum anderen durch die reduzierte Fahigkeit des proximalen Tubulus zur
Reabsorption entstehen (Toblli et al. 2012). Die akute Tubulusnekrose, deren Symptome eine
Albuminurie und eine reduzierte glomerulédre Filtrationsrate sind, ist ein klinisch relevantes
Beispiel fiir eine reduzierte Reabsorptionsfahigkeit im tubuldaren System (McCullough et al.
2013; Hwang et al. 2017). Die Abnahme der Filtrationsrate wahrend einer akuten
Tubulusnekrose legt nahe, dass Schiaden im tubuldren System Auswirkungen auf die
Filtrationsbarriere haben. Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit folgende Frage geklart
werden: Fiihren Schaden im tubuldren System zu einer veranderten Funktion der glomeruldren

Filtrationsbarriere?

Da die endotheliale Glykokalyx ein wichtiger Bestandteil der glomeruldren Filtrationsbarriere
ist und entscheidend zur Durchlassigkeit dieser Barriere beitrdgt, steht sie immer mehr im
Fokus der Nierenforschung (Singh et al. 2007). Sie spielt eine groRRe Rolle bei der Umwandlung
von biomechanischen Kraften, die auf das Endothel einwirken, in biochemische Signale
(Reitsma et al. 2007). Des Weiteren tragt sie zur Erhaltung eines gesunden thromboresistenten
Endothels bei. lhre negative Ladung ist maRgeblich fir die ladungsselektive Eigenschaft der
glomeruldren Filtrationsbarriere verantwortlich (van Haaren et al. 2005; Lijnen und Collen
1997). In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb die Frage geklart werden, inwieweit
Hyaluronidase, ein die endotheliale Glykokalyx schadigendes Enzym, Auswirkungen auf die
Durchlassigkeit der glomerularen Filtrationsbarriere hat.

Daten in der Literatur legen nahe, dass Angiotensin Il (Angll) sowohl den Blutdruck als auch
den Siebkoeffizienten fir Albumin erhéht (SchieRBl 2014). In der vorliegenden Arbeit sollten
deshalb folgende Fragen geklart werden:

Besteht ein Zusammenhang zwischen der erhéhten Durchldssigkeit der glomerularen
Filtrationsbarriere fiir Albumin und der Struktur der endothelialen Glykokalyx?

Ist der Verlust der Integritdt des glomeruldren Filters nach Angll-Applikation ein Phdnomen,
das alleinig durch den AT1-Rezeptor vermittelt wird, oder ein hamodynamisch bedingtes
Phianomen, welches auch durch ein anderes vasokonstriktorisches Agens, wie Noradrenalin
verursacht wird?

AuBerdem sollte die Hypothese gepriift werden, dass die Struktur der endothelialen

Glykokalyx mit der Proteinausscheidung im Urin korreliert.
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Fragestellung

Die Bearbeitung dieser Fragestellungen erfolgte an Munich Wistar Froemter Ratten mit Hilfe

der intravitalen Multiphotonenmikroskopie.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Gerat Hersteller
Chirurgische Instrumente Fine Science Tools, Heidelberg
Computer Precision T1700, Dell, Frankfurt a. Main

Elektrophorese-Kammer

Bio-Rad, Mini-Protean Tetra Cell, Kalifornien,
USA

Elektrophorese-Spannungsgerat

Bio-Rad, Power Pac 3000, Kalifornien, USA

Fluoreszenzlampe

LQ-HXP-120, LEj Leistungselektronik GmbH,
Jena

Isofluran-Verdampfer

Groppler Medizintechnik, Deggendorf

Kamera

AxioCam Mrm, Zeiss, Jena

Kauter

Geiger medical technologies, lowa, USA

Kihl- und Gefrierschranke

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

Laser Chameleon Ultra-Il Multiphoton-Lasers,
Coherent, USA

Magnetriihrer MR80, Heidolph, Schwabach

Microplate Reader Tecan Sunrise, Schweiz

Mikroskope Axio Observer 71, Zeiss, Jena
LSM 710, Zeiss, Jena

Mikrotom Rotationsmikrotom RM 2165, Leica, Wetzlar

Narkosegas-Absorber

Harvard Apparatus GmbG,
Holliston,Massachusetts, USA

NDD-Filter

ZEISS-Reflektormodul 424931, AHF
Analysentechnik AG, Tlbingen

OP-Tisch Beleuchtung

KL 1500 LCD, Schott, Mainz

Osmometer

Osmomat 030, Gonotec, Berlin

PCR Gerate

Labocycler, SensoQuest, Gottingen
Lightcycler LC480, Roche, Mannheim

Perfusionspumpe

323, Watson Marlow, Wilmington, USA

pH-Meter Digital pH-Meter, SevenCompact, Mettler,
Giellen
Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000,

Gilson, Middelton, USA

Pipettierhilfe Pipetboy

ISB Integra Biosciences, Chur, Schweiz

Powerlab

PowerlLab 8/35, AD Instruments, Spechbach

Ratten-Operationstisch

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

Schuttler Rotamax, Heidolph, Schwabach
Silikonkautschuk GieRformen Roth, Karlsruhe

Vortexgerat USA REAX1, Heidolph, Schwabach
Waagen Analysenwaage H-20T, Mettler, GieRen

Wagetechnik Dlrnberger, Obertraubling
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Warmeplatte

0TS40, Medite Medizintechnik, Burgdorf

Warmeschrank

Memmert, Schwabach

Zentrifugen

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

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Centrifugal Devices

Pall Liefe Sciences, Ann Arbor, USA

Deckglaschen

Roth, Karlsruhe

Eppendorf-Cups

Sarstedt, Nimbrecht

Falcon-Tube Sarstedt, Nimbrecht
Fettstift Science Services, Miinchen
Gewebe-Einbettkasetten Roth, Karlsruhe

Glaswaren Roth, Karlsruhe
Handschuhe Roth, Karlsruhe

Insulinspritzen

BD Medical, Le pont de Claix Cedex,
Frankreich

Kalium-EDTA Microvetten

Sarstedt, Nimbrecht

Kanilen Braun, Melsungen

Nahseide Resorba, Niirnberg

Objekttrager Menzel, Braunschweig

Parafilm American National Can, Greenwich, USA

Pipettenspitzen mit und ohne Filter

Sarstedt, Nimbrecht

Polyethylen-Tubing (0,97 mm)

Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts,
USA

Polyethylen-Tubing (2 mm)

Science Products, Hofheim

Skalpellklingen

Feather Surgical Blade, Japan

Zellkulturplatten

Greiner, Frickenhausen

3.1.3 Chemikalien und Pharmazeutika

Produkt

Hersteller

Acrylamid + Bis 30%

Bio-Rad, Kalifornien, USA

Alexa Fluor 594 conjugate

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Angll

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Dapi

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

Dithioerythritol

Fisher scientific, Wien, Osterreich

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Sigma Aldrich, Mannheim

Ethanol

Merck, Darmstadt

Essigsdure 100%

Merck, Darmstadt

Formaldehyd

Merck, Darmstadt

Glycergel Mounting Medium

Dako Cytomation, Glostrup,Danemark

Heparin (50001.E./ml)

Roche, Mannheim

Hyaluronidase

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Isofluran

Baxter, Hochstadt

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Isotone NaCl-Lésung 0,9%

Braun, Melsungen

Ketamin 10%

Medistar Arzneimittelvertrieb GmbH,
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Ascheberg

Leukosilk

BSN medical GmbH, Hamburg

Lucifer Yellow

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Mecain 10 mg/ml

PUREN Pharma GmbH, Miinchen

Methanol

Merck, Darmstadt

Midazolam 5 mg/ml

ROTEX-Medica, Trittau

Narcoren

Merial GmbH, Hallbergmoos

Norepinephrin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Paraffin Leica, Wetzlar

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt

Roti-Blue Roth, Karlsruhe

Roti-Load Roth, Karlsruhe

Wheat germ agglutinin Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Xylazin 2% Serumwerk, Bernburg

Xylol Merck, Darmstadt

3.2 Methoden

3.2.1 Versuchstiere

3.2.1.1 Munich Wistar Froemter Ratten

Fiir die Untersuchung der Funktion der glomeruldren Filtrationsbarriere mit Hilfe der
intravitalen Multiphotonenmikroskopie wurden Munich Wistar Froemter Ratten (MWF)
verwendet. Tiere dieses Stammes eignen sich aufgrund ihrer hohen Anzahl an oberflachlich in
der Nierenrinde lokalisierten Glomeruli sehr gut fiir diese Art der Mikroskopie (Hackbarth et al.
1983). Um die Funktion der glomeruldren Filtrationsbarriere unter physiologischen
Bedingungen zu untersuchen, wurden junge (6-10 Wochen alte) Mannchen und Weibchen
verwendet. Fir die gezielte Untersuchung der Nierenfunktion beim Vorliegen einer Proteinurie
wurden altere mannliche MWF Ratten gewdhlt (>4 Monate), da diese nachweislich mit
zunehmendem Alter einen Hypertonus und eine Proteinurie entwickeln (Hackbarth et al.

1991).

3.2.1.2 Mause

Fir die Experimente der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Mauslinie generiert. Hierzu
wurden Pax8-Mause (Bouchard et al. 2004) mit GCamp5 Mausen (Gee et al. 2014) verpaart.
Die Feststellung des Genotyps erfolgte durch eine PCR-Analyse genomischer DNA. Hierfir
wurden die Mause einer Schwanzspitzenbiopsie unterzogen und das gewonnene Material
einer Restriktionsanalyse zugefiihrt. Das Pax8xGCamp5 Mausmodell wurde entwickelt, um
eine calciumbasierte Zellkommunikation in vivo untersuchen zu kdnnen. Die Mause
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exprimieren sowohl Tomato als auch das fluoreszierende Calcium Indikatorprotein GCamp5 in

Tubuluszellen.

Die Tierversuche wurden durch die Regierung von Unterfranken unter den Aktenzeichen

55.2-2532.1-32/14 (04.03.2015) und 55.2-2532-2-476 (12.06.2017) genehmigt.

3.2.2 Haltung der Versuchstiere
Die Versuchstiere wurden bei Raumtemperatur (23+2 °C, Luftfeuchte: 55+5%) in einem 12 h
Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Den Versuchstieren stand Futter und Wasser ad libitum zur

Verfligung.

3.2.3 Vorbereitung der Versuchstiere und Voraussetzungen fiir die
mikroskopische Untersuchung

Fiir die Durchfiihrung der Versuche mussten die Tiere zunachst einem chirurgischen Eingriff
unterzogen werden, um die Voraussetzung fiir die intravitale Multiphotonenmikroskopie zu
erfillen.

Die Versuchsratten wurden zunéchst durch eine kombinierte Narkose (100 mg/kg Ketamin,
3,45 mg/kg Xylazin und 2 mg/kg Midazolam) intramuskular andsthesiert. Die Anasthesie wurde
wahrend des Experiments mittels Isofluran-Narkose (1-2 Vol%) aufrechterhalten und die
Narkosetiefe alle 10 Minuten durch das Testen des Zwischenzehenreflexes Gberprift. Um die
Cornea vor dem Austrocknen zu schiitzen, wurde zu Beginn der Narkose eine befeuchtende
Augensalbe aufgetragen. Das narkotisierte Tier wurde in Rickenlage auf einem beheizbaren
Operationstisch fixiert. Eine zusatzliche Rotlichtlampe verhinderte das Absinken der
Korpertemperatur (physiologisch: 36,5-37,9 °C), die mit Hilfe einer Rektalsonde gemessen
wurde. Nach subkutaner Injektion des Lokalanasthetikums Mecain wurde die Haut und
Unterhaut ventral auf H6he der Mandibularaste aufgeschnitten und anschlieBend der Schnitt
bis auf Hohe des Brusteingangs verlangert. Nachdem die linke Arteria carotis frei prapariert
wurde, erfolgte die Katheterisierung mit einem handgezogenen heparinisierten Polyethylen-
Tubus. Dieser Katheter dient der Messung des Blutdrucks und der Herzfrequenz. Beide
Parameter mussten wahrend des Versuchs kontrolliert werden, um nachzuweisen, dass die
Nierenperfusion liber die gesamte Versuchsdauer physiologisch war. Die fir die Versuche
notwendigen Substanzen wie Farbstoffe, Hyaluronidase, Angll oder Noradrenalin wurden (iber
einen Katheter in der rechten Vena jugularis injiziert. Eine in steriler Kochsalzlésung getrankte
Watte verhinderte die Austrocknung der Operationswunde. AnschlieRend wurde die Ratte auf
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die rechte Korperseite gedreht, die Lage der linken Niere ertastet und das Areal um die linke
Niere grindlich geschoren, gereinigt und desinfiziert. Nach einem kleinen Schnitt konnte die
Niere vorsichtig durch sanften Druck ventral des Organs aus der Abdominalhdhle
hervorgelagert werden. Um Atemartefakte wahrend der mikroskopischen Aufnahmen zu
vermeiden, wurde die Niere auf ein Deckglas geklebt, das wiederum auf einem etwa 1 cm
hohen Kunststoffring befestigt war. Durch einen beheizbaren Einsatz, der in den
Mikroskoptisch eingelassen ist, konnte die physiologische Korperinnentemperatur der
Versuchstiere wahrend des Experiments aufrechterhalten werden. Zusatzlich wurde die Ratte
mit einer warmeisolierenden Folie zugedeckt.

Die Anregung der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte bei einer Wellenlange von 860
nm durch einen Chameleon Ultra-1l Multiphotonen-Laser (Coherent). Das 40er Wasserobjektiv
diente zur VergréRerung der Strukturen. Externe Detektoren detektierten die emittierten
Fluophore. Die externen Detektoren waren mit folgenden Bandpassfiltern ausgestattet:

e Griner Kanal: 500-550 nm

e Roter Kanal: 565-610 nm

3.2.4 Bestimmung funktioneller Parameter der Nierenfunktion mit Hilfe der
Multiphotonenmikroskopie

Das auf dem Mikroskoptisch platzierte Versuchstier wurde zugedeckt und es erfolgte die
Verkniipfung des arteriellen Tubus mit dem Druckmessfiihler, der das Signal mittels des
Programmes ,PowerLab” aufzeichnete. Die Durchfiihrung verschiedener Messmethoden zur

Untersuchung der Nierenfunktion wird im Folgenden beschrieben.

3.24.1 Glomerularer Siebkoeffizient fiir Albumin

Der glomerulare Siebkoeffizient fir Albumin (GSCa) stellt ein MalR fur die Durchlassigkeit der
glomeruldren Filtrationsbarriere dar. Er ist definiert als das Verhaltnis der
Albuminkonzentration im Filtrat zur Albuminkonzentration im Plasma (Deen 2004). Um die
Albuminkonzentration messen zu kénnen, wurde ein an Albumin gekoppelter Farbstoff (Alexa
Fluor 594; 5 ug/g KGW) in die Vene injiziert. Die Intensitat des Farbstoffes korreliert positiv mit
der  Albuminkonzentration. Die  Fluoreszenzintensitdit = wurde mit Hilfe der
Multiphotonenmikroskopie im roten Kanal detektiert. Ausreichende Farbintensitdt unter
Vermeidung der Uberbelichtung konnte durch die Anregung des Farbstoffes mit einer

Laserpower von 6% erreicht werden. Die Pixelanzahl betrug 512x512.
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Es wurden vier oberflachlich lokalisierte Glomeruli pro Versuchstier unter der HXP-Lampe
identifiziert. Mit Hilfe der Second Harmonic Generation konnte eine Messtiefe von 30 um
unter der Nierenkapsel eingestellt werden. Dies gewahrleistete eine konstante
Fluoreszenzintensitat zwischen den Messungen. Bei dieser Technik wird die Energie zweier
Photonen als Anregungsenergie genutzt. Ein anderes Photon wird dann mit der doppelten
Energie reflektiert. Dieses Ereignis tritt nur dann auf, wenn die zwei Photonen auf eine nicht-
zentrosymmetrische Struktur, wie die kollagenfaserreiche Nierenkapsel treffen (Brown et al.
2013; Oheim et al. 2006). Um die Fluoreszenzintensitdt des Hintergrundes zu bestimmen,
wurden zunachst basale Aufnahmen vor Farbstoffinjektion angefertigt. Die Berechnung des
Siebkoeffizienten erfolgte durch eine Zeitserie von sechs Bildern im Abstand von 10 Sekunden
mit 512x512 Pixeln. So konnte ein Mittelwert aus sechs Messbildern ermittelt und das Risiko
fiir eine laserinduzierte Schadigung des Gewebes gering gehalten werden. Nach Injektion des
Farbstoffes Gber den ventsen Katheter wurde unter Nutzung der Second Harmonic Generation
die gleiche Ebene wie in den basalen Messungen eingestellt und eine Zeitserie erstellt. Um zu
vermeiden, dass das Durchscheinen von Kapillaren, die in einer anderen als der gemessenen
Ebene liegen, die Intensitat im Harnraum verfalscht, wurde zusatzlich ein Z-Stapel angefertigt.
Zunachst wurden die Fluoreszenzintensitdten der basalen Aufnahmen sowohl im Harnraum als
auch im Bereich des glomerularen Kapillarknduels gemessen. Die Fluoreszenzintensitat in den
glomeruldren Kapillaren wurde in drei Messregionen ermittelt. Hier war darauf zu achten, dass
die Regionen so platziert wurden, dass die Intensitdt nicht durch ungefarbte Erythrozyten
vermindert wurde. Die Platzierung der Messregionen am Rand der Kapillaren erwies sich
deshalb als sinnvoll. Die Intensitdtsmessung im Harnraum erfolgte an zwei Messregionen. Hier
war es besonders wichtig die Messregion so zu platzieren, dass die Ergebnisse nicht durch aus
anderen Ebenen durchscheinende Kapillaren verfdlscht wurden. Fir die Ermittlung einer
exakten Platzierung der Messregion wurde der Z-Stapel verwendet.

Der Siebkoeffizient fiir Albumin wurde anschlieBend mit folgender Formel berechnet:
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(Intensitat — Intensitat Hintergrund)
GSC=

(Intensitat Kapillaren — Intensitat Hintergrund)

Abbildung 3: Darstellung der Messregionen fiir den Siebkoeffizienten fiir Albumin: Die
mittlere Fluoreszenzintensitat des an Albumin gekoppelten Farbstoffs Alexa Fluor 594 wurde
sowohl im Harnraum (griine Kreise) als auch in den glomerularen Kapillaren (blaue Kreise)
ermittelt.

3.2.4.2 Glomerulare Filtrationsrate des Einzelnephrons

Die Bestimmung der glomerularen Filtrationsrate des Einzelnephrons (snGFR) erfolgte mit Hilfe
des frei filtrierbaren Farbstoffs Lucifer yellow (LY). Flir die Berechnung der glomeruldren
Filtrationsrate wurde zundchst ein Glomerulus mit einem gut sichtbaren proximalen Tubulus
unter der HXP-Lampe eingestellt und ein Line Scan angefertigt. Das Messareal wurde senkrecht
zur Flussrichtung in den proximalen Tubulus gelegt. Die Aufnahme einer schnellen Zeitserie
erfolgte im bidirektionalen Scan, wobei die hohe Scangeschwindigkeit durch ein Herabsetzen
der Bildqualitat (125x125 Pixel) erreicht wurde. Nach Start der Aufnahme folgte die Injektion
eines Bolus von 20 pl LY (5 mg/ml). Das An- und Abfluten des Farbstoffs im proximalen Tubulus
konnte mit Hilfe des Line Scans dargestellt werden. Eine Steigungsgerade wurde in den
abfallenden Teil der Kurve, die den Intensitatsverlauf darstellte, gelegt. Der Mittelwert aller
basal gemessenen Steigungen wurde mit dem physiologischen Wert von 22 nl/min
gleichgesetzt. Die nach der akuten Schadigung von proximalen Tubuluszellen auf gleiche Weise

gewonnenen Werte wurden mit den so generierten Basalwerten verglichen. So konnten die
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Steigungen der Geraden, die ein MaR fiir das An- und Abfluten darstellen, objektiv verglichen

werden.

Abbildung 4: Filtration von LY zur Messung der snGFR:
LY wird in die Bowman Kapsel filtriert (A), stromt den proximalen Tubulus entlang (B) und
erscheint im distalen Tubulus (C).

3.2.5 \Visualisierung der endothelialen Glykokalyx mit Hilfe der
Multiphotonenmikroskopie

Fiir die Farbung der glomeruldren endothelialen Glykokalyx wurde der Farbstoff wheat germ
agglutinin (3 pug/g KGW) mittels i. v. Injektion appliziert (Barker et al. 2004b). Die Untersuchung
der endothelialen Glykokalyx im lebenden Tier hatte im Vergleich zu immunhistochemisch
gefarbten Nierenschnitten den Vorteil, Veranderungen unter physiologischen Bedingungen
darstellen zu kénnen. Die Anregung des Farbstoffs erfolgte mit einer Laserpower von 24% und
die Farbintensitat wurde im griinen Kanal detektiert. Der Digital Gain betrug 10, wahrend das
Digital Offset auf O eingestellt war. Die Pixelanzahl betrug 1024x1024. Die Datenverarbeitung

und Auswertung erfolgte mittels der Zeiss Zen 2010 B SP1 Software.
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Abbildung 5: Darstellung der endothelialen Glykokalyx mittels wheat germ agglutinin mit
Hilfe der intravitalen Multiphotonenmikroskopie

3.2.6 Histologische Methoden

3.2.6.1 Retrograde arterielle Perfusionsfixierung der Nieren

Um die Nieren fir histologische Untersuchungen zuganglich zu machen, wurden sie vor ihrer
Entnahme mit Paraformaldehydlésung (3%, geldst in PBS, pH: 7,35) fixiert. Dieses Fixiermittel
dient zur Erhaltung der urspringlichen Organform und verhindert autokatalytische Vorgange.
AulRerdem fihrt diese Methode dazu, dass das Nierengewebe aushartet, was die spatere
Anfertigung von diinnen Gewebeschnitten ermdglicht. Die Versuchstiere wurden mittels
Narcoren-Injektion (400 mg/kg KGW) euthanasiert und anschlieBend in Riickenlage auf dem
Operationstisch fixiert. Nachdem die Bauchhohle eroffnet wurde, folgte das Freiprdparieren
der Bauchaorta. Diese wurde kranial des Abgangs der Arteria renalis abgeklemmt. Nach einem
Schnitt in der Aorta wurde mit Hilfe eines GefdRdilatators der Perfusionskatheter eingefiihrt.
Die Fixierung des Katheters erfolgte mit einem geflochtenen Polyethylenfaden. AnschliefSend
folgte das Losen der Klemme. Ein Schnitt in der Vena cava diente dazu, dass das Blut abflieRen
und anschlieRend abgesaugt werden konnte. Bei einem konstanten Perfusionsdruck von 70
mmHg erfolgte die retrograde Perfusion. Auf die Infusion mit Kochsalzlosung folgte die
Fixierung der Organe mit der Paraformaldehydlésung. Die Nieren wurden anschliefRend

entnommen und nach Entfernung der Kapsel in 70%igen Methanol bei 8 °C aufbewahrt.
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3.2.6.2 Einbetten in Paraffin und Anfertigung von Nierenschnitten

In Gewebe-Einbettkassetten durchliefen die Nieren eine aufsteigende Alkoholreihe, die das
Gewebe dehydrierte. AnschlieBend wurden die Nieren zweimal fir 24 h in flissigem Paraffin
bei 60 °C inkubiert. Nachdem die Nieren in mit Paraffin gefillte Einbettformen gelegt wurden,
erfolgte die Abkiihlung und Aushartung des Paraffins in einem kalten Wasserbad. Mit Hilfe
eines Rotationsmikrotoms wurden 5 um dicke Schnitte erstellt, die in einem 40 °C warmen
Wasserbad auf einen Objekttrager gezogen wurden. In einem Warmeschrank trockneten diese

fir mindestens sechs Stunden.

3.2.6.3 Immunfluoreszenzfarbung

Vor der Farbung der histologischen Schnitte erfolgte ein Entparaffinieren in Xylol und
Isopropanol. Die Immunhistochemie ist eine Methode, bei der das zu untersuchende Gewebe
mit an Antikdrpern gekoppelten Farbstoffen angefarbt wird. Der zunachst hinzugegebene
Antikorper bindet spezifisch an das zu untersuchende Protein. Als Nachstes wird ein
sekundarer Antikorper, an den ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, hinzugegeben. Dieser
sekundare Antikorper bindet an den primaren Antikorper. Der Farbstoff wird durch die
Anregung mit einer geeigneten Wellenlange unter dem Mikroskop sichtbar gemacht. Die
Farbung der endothelialen Glykokalyx auf den entparaffinierten Nierenschnitten erfolgte mit
folgendem Protokoll:

- 2x5 min in destilliertem Wasser waschen

- 3x5 min in PBS waschen

- Inkubation mit wheat germ agglutinin (25 pug/ml) fir 1 Stunde in der Feuchtkammer

- 15 min waschen in PBS

- Eindeckeln mit Mounting Medium

- fir mindestens 2 Stunden im Kithlschrank aushdrten lassen

- lichtgeschiitzte Lagerung

3.2.6.4 Untersuchung der Nierenschnitte am Multiphotonenmikroskop
Die Untersuchung und Visualisierung der mittels wheat germ agglutinin angefarbten
endothelialen Glykokalyx erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des LSM710-Mikroskops.
Die Farbintensitdt wurde im griinen Kanal detektiert. Die Einstellungen am Mikroskop wurden
folgendermallen gewadhlt: Laserpower: 10%; Master Gain: 654; Digital Gain: 1,24; Digital
Offset: 0; Pixelanzahl: 512x512; Averaging: 4. Die Datenverarbeitung und Auswertung erfolgte
mittels der Zeiss Zen 2010 B SP1 Software.
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Abbildung 6: Darstellung der endothelialen Glykokalyx mittels wheat germ agglutinin mit Hilfe
der Multiphotonenmikroskopie

3.2.7 Nachweis von Syndekanl, Heparansulfat und Hyaluronsaure

3.2.7.1 Urin- und Plasmagewinnung

Um die Auswirkungen von Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin auf die einzelnen
Bestandteile der endothelialen Glykokalyx genauer zu untersuchen, wurden zunachst basale
Urin- und Plasmaproben gesammelt. Die Probensammlung erfolgte bis auf die basalen
Urinproben in Narkose.

Fiir die basalen Urinproben wurde Spontanurin aufgesammelt. Nach Abschluss des jeweiligen
Experimentes erfolgte die Uringewinnung durch Blasenpunktion. Die Urinosmolaritat wurde
durch Gefrierpunkterniedrigung ermittelt. Zur Gewinnung der basalen Blutproben wurde ein
etwa 1 mm grolRes Stiick vom distalen Schwanzende abgetrennt und die Stelle anschliefend
verddet. Vor Euthanasie der Versuchstiere mittels intravendser Narcoren-Injektion, wurde die

abschlieRend zu untersuchende Blutprobe mittels Herzpunktion gewonnen.

3.2.7.2 ELISA

Es wurden drei verschiedene Bestandteile der endothelialen Glykokalyx untersucht:
Syndekan1, Heparansulfat und Hyaluronidase.

Die Bestimmung der Konzentrationen erfolgte mit Hilfe von ELISAS, antikorperbasierten

Nachweisverfahren. Fir die Bestimmung von Syndekanl und Heparansulfat wurde ein
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Sandwich ELISA benutzt, bei dem zwei Antikdrper verwendet werden. Beide Antikorper binden
spezifisch an das nachzuweisende Antigen, jedoch an verschiedenen Epitopen. Der erste
Antikorper ist an die Mikrotiterplatte gebunden. Nach Hinzugeben der Probe bindet das zu
untersuchende Antigen an dem gebundenen Antikorper. AnschlieBend erfolgt ein
Waschvorgang, der die ungebundenen Anteile der Probe wieder entfernt. Es folgt das Zugeben
eines zweiten primaren Antikorpers, eines sogenannten Detektionsantikorpers. Nach
Hinzupipettieren des markierten Sekundarantikorpers, der an den zweiten Primarantikorper
bindet, wird eine Farbreaktion katalysiert, deren Intensitat als quantitativer Nachweis dient.

Das Glykosaminoglykan Hyaluronsdaure wurde mittels eines kompetitiven Immunassays
quantifiziert. Hierbei bindet ein Antigenkonjugat den primaren Antikorper tberall dort, wo er
nicht an das zu untersuchende Antigen aus der Probe gebunden hat. Je mehr Antigen also in
der Probe vorhanden ist, desto weniger konjugiertes Antigen kann gebunden werden. Bei
einem kompetitiven ELISA ist das Verhaltnis zwischen der Konzentration des zu

untersuchenden Antigens und der gemessenen Signalstdarke umgekehrt proportional.

3.2.8 Bestimmung der Proteinausscheidung im Urin

Die Bestimmung des Gesamtproteins im Urin erfolgte mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assays. Der
Urin wurde {ber Nacht in Aceton mit 10%iger Trichloressigsdure und 0,21%igen
Dithioerythritol prazipitiert. Nach anschliefender Zentrifugation wurde das Pellet in Aceton
gewaschen. Die Konzentration des geldsten Proteins wurde durch einen Bio-Rad Protein Assay
Kit mit anschlieBender Konzentrationsmessung im Microplate Reader Tecan Sunrise bei 595
nm bestimmt. Um die Ergebnisse untereinander vergleichen zu kénnen, wurden die

Proteinkonzentrationen auf die Osmolaritat der jeweiligen Urinproben bezogen.

3.2.9 Proteinanalyse mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Bei der SDS-Page (engl. Abkirzung fir sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
electrophoresis, deutsch: Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) werden
Proteine in einem elektrischen Feld nach ihrer Molekiilmasse aufgetrennt. Die gesammelten
Urinproben wurden hierfiir im Verhaltnis 1:7,5 in 0,9%igen NaCl verdiinnt. Das dem
Probenmaterial hinzugegebene Natriumdodecylsulfat (SDS) lagert sich an die Proteine und
verleiht diesen proportional zur molekularen Masse des Proteins eine negative Ladung. Das
Reduktionsmittel Dithioerythritol dient zur Auflésung der Disulfidbriicken und denaturiert die
Proteine vollstandig. AnschlieBend wird der Probe Glycerol hinzugefligt. Die Proben werden
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auf ein 10%iges Polyacrylamidgel (Verhéltnis Acrylamid zu Bis: 37,5:1) aufgetragen. Die
elektrische Spannung (100 Volt) wurde fir eine Stunde angelegt. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung der Proteine erfolgt das Sichtbarmachen der Proteinbanden mittels des
Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau. Durch das Auftragen von Proteinen bekannter Grofle

kann die Molekiilmasse der Proteine im Probenmaterial geschatzt werden.

3.2.10 Bestimmung der Albuminausscheidung im Urin

Fir die Analyse der basalen Urinproben wurde Spontanurin aufgesammelt. Nach Abschluss des
jeweiligen Experimentes erfolgte die Uringewinnung durch Blasenpunktion. Die
Urinosmolaritatsbestimmung erfolgte durch Gefrierpunkterniedrigung. Fir die Bestimmung
der Albuminkonzentration wurde ein Sandwich-ELISA verwendet. Die gewonnen Daten wurden
anschlieRend auf die Osmolaritdt der jeweiligen Urinproben bezogen, um die Ergebnisse

untereinander vergleichen zu kénnen.

3.2.11 Zellkultur

Fiir die Experimente wurden humane renale glomeruldre endotheliale Priméarzellen (HRGEC)
verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem endothelialen Kulturmedium (ECM-
Medium), das mit 4,7%igen fetalen bovinen Serum (FBS), einer 0,9%igen Losung mit
endothelialen Wachstumsfaktoren (ECGS), 100 u/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
versetzt war, bei 37 °C unter 5%iger CO2-Begasung. Die endotheliale Glykokalyx der
glomeruldren Endothelzellen wurde mittels wheat germ agglutinin (10 pg/ml), das mit einer
Wellenlange von 488 nm angeregt wurde, gefarbt. Die Konzentrationen der hinzugegebenen
Substanzen waren wie folgt:

ATP: 0,1 mmol/l, ADO: 1 umol/l, SNP: 0,1 mmol/I

Die Zellkernfirbung erfolgte mit Hilfe des Farbstoffes Dapi (12,5 pg/ml), der mit einer
Wellenldange von 405 nm angeregt wurde.

Die kultivierten Endothelzellen wurden unter Verwendung eines Axio Observer LSM710 Lasers
und der Zeiss Zen 2010 B SP1 Software untersucht und digitalisiert. Die angefertigten Z-Stapel
wurden anschlieBend mittels ,Stitch Mode” und ,Maximum Intensity Projection”
Ubereinander gelagert und die relative Intensitat, die ein MaR fiir die Dichte der endothelialen
Glykokalyx darstellt, vermessen. Fiir die Aufnahmen der endothelialen Glykokalyx wurden am
LSM folgende Einstellungen verwendet: Laserpower: 3%, Master Gain: 650, Digital Gain: 1,
Digital Offset: 0, Pixel dwell: 50,64 us, Pinhole: 1,14 AU
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3.2.12 Statistische Auswertung

Fiir die Analyse der Daten wurde Microsoft Excel 2010 verwendet. Die statistische Auswertung
erfolgte mit Graph Pad Prism 5. Der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts
wurden aus den Einzelwerten ermittelt. Fir den Vergleich von mehr als 2 Gruppen wurde ein
einseitiger ANOVA Test angewendet. Um die Signifikanz flir Einzelvergleiche zu ermitteln
wurde der Student’s t-Test durchgefihrt. Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p)
p<0,05 wurden als statistisch signifikant eingestuft und die Ergebnisse mit der entsprechenden

Anzahl an Sternen (*) markiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswirkungen einer akuten Tubulusnekrose auf die Funktion der
glomerularen Filtrationsbarriere

4.1.1 Auswirkungen einer akuten Tubulusnekrose auf den Siebkoeffizienten
fiir Albumin

Um die Auswirkungen einer akuten Tubulusnekrose auf den glomerularen Siebkoeffizienten
fur Albumin zu ermitteln, wurde zunachst der basale Siebkoeffizient fir Alboumin bestimmt. Es
wurde ein mittlerer basaler Siebkoeffizient fiir Albumin von 0,01+0,002 (n=26) gemessen. Die
akute Tubulusnekrose wurde durch Schadigung einzelner Tubulusepithelzellen mittels
fokussierter Laserexposition simuliert. Diese Methode bietet die Maoglichkeit, die
Auswirkungen einer lokalen Schadigung in einer ansonsten gesunden Niere zu untersuchen,
statt auf ein globales Schadigungsmodell zuriickgreifen zu missen. Der Siebkoeffizient fir
Albumin wurde 20 Minuten nach Ablation einzelner Epithelzellen des proximalen Tubulus
erneut gemessen.

Wie in Abbildung 7 dargestellt, stieg der Siebkoeffizient fir Albumin 20 Minuten nach
Schadigung des proximalen Tubulus auf einen mittleren Wert von 0,024+0,003 (n=26, p=0,003)
an. Um anésthesiebedingte Veranderungen des Siebkoeffizienten fir Albumin und mogliche
zeitabhangige Verdnderungen der Farbstoffintensitdit und der damit korrelierenden
Albuminkonzentration auszuschlieBen, wurden Kontrollversuche durchgefiihrt. Der

Siebkoeffizient der Negativkontrolle blieb hierbei unverédndert.
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Abbildung 7: Auswirkungen einer akuten Tubulusnekrose auf den glomeruldren
Siebkoeffizienten fiir Albumin: Der Siebkoeffizient fir Albumin stieg 20 Minuten nach
Schadigung proximaler Tubuluszellen an. In den Negativkontrollen blieb der Siebkoeffizient
fir Albumin unverandert.
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Um auszuschlieRen, dass der gesetzte Laserschaden warmebedingte Verdanderungen des
Siebkoeffizienten fir Albumin auslost, wurde der Siebkoeffizient in einem rdumlich nahe am
Schaden gelegenen, aber zu einem anderen Nephron gehodrenden Glomerulus gemessen

(Abbildung 8).

Abbildung 8: Nephronspezifischer Anstieg des Siebkoeffizienten fiir Albumin: Der
Siebkoeffizient des linken Glomerulus, dessen proximaler Tubulus mittels fokussierter
Laserexposition geschadigt wurde (weiler Pfeil), stieg an. Der Siebkoeffizient des rechten
Glomerulus blieb unverdandert, obwohl es ndher am laserinduzierten Schaden lokalisiert war.

4.1.2 Auswirkungen einer akuten Tubulusnekrose auf die Filtrationsrate des
Einzelnephrons

Klinisch relevante Folgen der akuten Tubulusnekrose sind zum einen die Albuminurie und zum
anderen eine verminderte glomeruldre Filtrationsrate. Da im vorhergehenden Experiment
gezeigt wurde, dass akute Schadigungen im proximalen Tubulus eine erhéhte Albuminfiltration
zur Folge haben, sollte nun Ulberprift werden, ob auch die glomeruldre Filtrationsrate des
Einzelnephrons (snGFR) beeinflusst wird. Die basale snGFR betrug im Mittel 21,03+1,8 nl/min
(n=18). Sowohl zwei als auch 20 Minuten nach Ablation einzelner Tubulusepithelzellen wurde

die snGFR erneut gemessen. Nach zwei Minuten betrug die snGFR im Mittel 18,26+2,1 nl/min
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(n=18) und nach 20 Minuten 18,25+1,7 nl/min (n=18). Die Anderungen der snGFR nach
Schadigung des proximalen Tubulus waren, wie in Abbildung 9 dargestellt, nicht signifikant. Die

Kontrollexperimente ergaben ebenfalls keine signifikanten Unterschiede der snGFR.

24+
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154
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Verlauf nach Zellablation

snGFR (nl/min)
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0o 2 20 einzelner Tubulusepithelzellen]

Abbildung 9: Auswirkungen einer akuten Tubulusnekrose auf die snGFR: Die snGFR blieb
nach Ablation einzelner Tubulusepithelzellen unverandert. Die Kontrollexperimente ergaben
keine Veranderung der snGFR.

4.1.3 Auswirkungen einer akuten Tubulusnekrose auf den Durchmesser des
proximalen Tubulus

Eine laserinduzierte Schadigung von proximalen Tubuluszellen und ein damit verbundenes
Abschilfern des Zellmaterials konnte eine Verlegung des Tubuluslumens hervorrufen. Das
Filtrat konnte nicht mehr vollstiandig abfliefen, wiirde sich vor der Engstelle des distalen
Tubulus anstauen und das Lumen des proximalen Tubulus dehnen. Um die Auswirkungen einer
akuten Tubulusnekrose auf den Durchmesser des proximalen Tubulus zu bestimmen, wurde
zunachst der mittlere basale Querschnitt ermittelt. Dieser betrug basal 25,83+0,4 um (n=7),
zwei Minuten nach Ablation einzelner Tubulusepithelzellen 26,91+0,3 um (n=7) und 20
Minuten nach Schéadigung proximaler Tubuluszellen stieg er auf 28,85+0,4 um (n=7) an

(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Auswirkungen einer akuten Tubulusnekrose auf den Querschnitt des
proximalen Tubulus: Zwei Minuten nach Ablation einzelner Tubulusepithelzellen war keine
Verdanderung messbar, wahrend der Durchmesser des proximalen Tubulus 20 Minuten nach
der Schadigung einzelner Tubulusepithelzellen zunahm (** zeigt p<0,01, *** zeigt p<0,001).

4.1.4 Auswirkung einer akuten Tubulusnekrose auf die endotheliale
Glykokalyx

In vorigen Experimenten wurde gezeigt, dass akute Schdaden im proximalen Tubulus zu einem
erhohten Siebkoeffizienten fir Albumin flihren. Da einem erhdhten Siebkoeffizienten unter
anderem ein Verlust der Integritat der glomeruldren Filtrationsbarriere zugrunde liegt, wurde
als Nachstes die erste Komponente des glomeruldren Filters, die endotheliale Glykokalyx
untersucht. Die endotheliale Glykokalyx wurde mittels wheat germ agglutinin gefarbt und
anschlieRend die Intensitdt des Farbstoffes, die mit der Dichte der endothelialen Glykokalyx
korreliert, gemessen. Die mittlere Dichte der endothelialen Glykokalyx betrug basal 14,54+1,03
rU (n=24). 20 Minuten nach Schadigung einzelner Tubulusepithelzellen sank die Dichte der
endothelialen Glykokalyx auf 11,36+0,8 rU (n=15, p=0,004), wahrend sie in der Kontrollgruppe
(n=19) unverandert blieb (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Auswirkungen einer akuten Tubulusnekrose auf die Dichte der endothelialen
Glykokalyx: Die Dichte der endothelialen Glykokalyx sank 20 Minuten nach Schadigung
proximaler Tubulusepithelzellen, wahrend sie in den Kontrollexperimenten unverdndert blieb.

Zusammenfassend konnten die Experimente zeigen, dass eine akute Schadigung proximaler
Tubulusepithelzellen zu einem nephronspezifischen Anstieg des Siebkoeffizienten fiir Albumin
fiihrte. Die glomeruléare Filtrationsrate des Einzelnephrons dnderte sich nach Ablation einzelner
Tubulusepithelzellen nicht, wohingegen der Durchmesser des proximalen Tubulus anstieg. Die
Dichte der endothelialen Glykokalyx sank 20 Minuten nach Schadigung einzelner proximaler

Tubulusepithelzellen.
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4.2 Calciumbasierte Zell-Zell-kommunikation im tubuldren System

Die bisherigen Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass eine Kommunikation zwischen dem
tubuldren System und dem Glomerulus vorliegt. Fir den folgenden Versuch wurde das
Mausmodell Pax8xGCamp5 verwendet, um zunachst eine calciumbasierte Zellkommunikation
zu untersuchen. Die Mause exprimieren sowohl Tomato als auch das fluoreszierende Calcium
Indikatorprotein GCamp5 in Tubuluszellen.

Nachdem einzelne tubulare Zellen fokussierter Laserstrahlung ausgesetzt wurden, konnte in
einigen benachbarten Tubuluszellen ein Farbumschlag von Rot nach Griin beobachtet werden
(Abbildung 12). Diese Griinfarbung zeigt eine Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration an. Es liegt nahe, dass akute Zellschdden eine calciumbasierte
Zellkommunikation zwischen einzelnen Tubuluszellen hervorrufen, welche die Grundlage fir

die Kommunikation zwischen dem Tubulussystem und dem Glomerulus darstellen kdnnte.

Abbildung 12: Zell-Zell-lKommunikation: Die laserinduzierte Schadigung einzelner
Tubuluszellen (griiner Pfeil) erzeugte eine Calciumwelle in den benachbarten Tubuluszellen
(weiRe Pfeile).
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4.3 Auswirkungen des Enzyms Hyaluronidase auf die Funktion der
glomerularen Filtrationsbarriere

4.3.1 Auswirkungen des Enzyms Hyaluronidase auf den Siebkoeffizienten
fir Albumin

Um die Bedeutung der endothelialen Glykokalyx fiir die glomeruldre Filtrationsbarriere zu
klaren, wurde diese durch Gabe von Hyaluronidase geschadigt. Dabei sollte Gberpriift werden,
ob durch das ,Shedding” der endothelialen Glykokalyx die Integritdit der glomeruldren
Filtrationsbarriere beeintrachtigt wird. Hierfir wurde zunachst der mittlere basale
Siebkoeffizient fir Albumin bestimmt. Dieser betrug basal 0,024+0,004 (n=8) wahrend er 20
Minuten nach Verabreichung der Hyaluronidase auf 0,038+0,004 (n=8, p=0,004) anstieg
(Abbildung 13). Um anasthesiebedingte Veranderungen des Siebkoeffizienten fiir Albumin und
mogliche zeitabhangige Verdnderungen der Farbstoffintensitdt und der damit korrelierenden
Albuminkonzentration auszuschlieBRen, wurden Kontrollversuche durchgefiihrt. Der

Siebkoeffizient der Negativkontrolle blieb hierbei unverandert.

S 0051 ' '

5 —

o 0.04+

<

g 0.034 -1

N 002

b=

S

b 0.011

2

N 0.00 T T
basal Hyaluronidase

Abbildung 13: Auswirkungen des Enzyms Hyaluronidase auf den glomeruldren
Siebkoeffizienten fiir Albumin: Der Siebkoeffizient fir Albumin stieg 20 Minuten nach
Hyaluronidase-Injektion an (** zeigt p=0,004).
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4.3.2 Auswirkungen des Enzyms Hyaluronidase auf die Proteinausscheidung
im Urin

Nach Schadigung der endothelialen Glykokalyx stieg die Durchldssigkeit des glomeruldren
Filters fir Albumin an. Um zu Uberprifen, ob die erhohte Albuminfiltration durch eine
verstarkte Rickresorption im proximalen Tubulus kompensiert wird, wurde die
Proteinausscheidung im Urin gemessen und auf die jeweilige Urinosmolaritdt bezogen. Im
Folgenden wurde die Proteinausscheidung als Protein-Osmolaritatsquotient ausgedriickt. Die
Proteinausscheidung betrug basal 0,81+0,27 ((mg/ml)/(osmol/l)) (n=10) und stieg 20 Minuten
nach Verabreichung der Hyaluronidase auf 1,41+0,38 ((mg/ml)/(osmol/l)) (n=10, p=0,001) an
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Auswirkungen des Enzyms Hyaluronidase auf die Proteinausscheidung im Urin:
Die Proteinausscheidung stieg 20 Minuten nach Verabreichung der Hyaluronidase an (** zeigt
p=0,001).
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4.3.3 Proteindifferenzierung im Urin nach Verabreichung des Enzyms
Hyaluronidase

Im vorigen Versuch wurde gezeigt, dass die Gesamtproteinausscheidung im Urin nach
Verabreichung des Enzyms Hyaluronidase anstieg. Um eine Identifizierung der
ausgeschiedenen Proteine zu ermdglichen, wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht
in einer SDS-Page-Gelelektrophorese getrennt. Nach Hyaluronidase-Applikation war die

Albuminbande ausgepragter als die basale Bande (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Proteindifferenzierung mittels eines Coomassie-Brilliant-Blau gefirbten SDS-
Page Gels nach Hyaluronidase-Applikation: Nach Hyaluronidase-Applikation war die
Albuminbande ausgepragter als die basale Bande. Die Albuminmenge der Standards betrug 2;
1,5;1;0,5und 0,25 pg.
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4.3.4 Auswirkungen des Enzyms Hyaluronidase auf die
Albuminausscheidung im Urin

Mit Hilfe der SDS-Page Gelelektrophorese konnte dargestellt werden, dass die
Albuminausscheidung nach Verabreichung des Enzyms Hyaluronidase anstieg. Die
Quantifizierung der Albuminkonzentration in den gewonnenen Urinproben erfolgte mittels
eines ELISAS. Die Albuminausscheidung wird im Folgenden als Albumin-Osmolaritatsquotient
ausgedriickt. Die Albuminausscheidung im Urin betrug basal 0,050,015 ((mg/ml)/(osmol/l))
(n=5) und stieg 20 Minuten nach Verabreichung der Hyaluronidase auf 0,15+0,045
((mg/ml)/(osmol/1)) (n=5, p=0,03) an (Abbildung 16). Der Anstieg der Albuminausscheidung im
Urin zeigt, dass die erhohte Albuminfiltration nicht durch eine verstarkte proximal-tubulare

Riickresorption kompensiert werden konnte.
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Abbildung 16: Auswirkungen des Enzyms Hyaluronidase auf die Albuminausscheidung im
Urin: Die Albuminausscheidung stieg 20 Minuten nach Verabreichung der Hyaluronidase an
(* zeigt p=0,03).

Nach Schadigung der endothelialen Glykokalyx durch das Enzym Hyaluronidase stiegen sowohl

der Siebkoeffizient fiir Albumin als auch die Albuminausscheidung im Urin an.

42



Ergebnisse

4.4 Auswirkungen einer klinisch manifesten Proteinurie auf die Dichte der
endothelialen Glykokalyx

4.4.1 Verlauf der Proteinausscheidung im Urin von MWF Ratten mit
zunehmendem Alter

Die aufgrund der bisherigen Ergebnisse aufgestellte Hypothese, dass eine Schadigung der
endothelialen Glykokalyx zu einer klinisch manifesten Proteinurie fihrt, wurde mit Hilfe von
Munich Wistar Froemter Ratten Uberprift. Laut Literaturangaben werden mannliche Tiere
dieses Stammes mit zunehmendem Alter proteinurisch (Hackbarth et al. 1991; Remuzzi et al.
1988). Dies wurde lberprift, indem von mannlichen MWF Ratten lber den Zeitraum eines
Jahres, in regelmafigen Abstidnden von 8-10 Wochen, Urinproben gesammelt und die
Proteinausscheidung bestimmt wurde. Diese stieg, wie in Abbildung 17 dargestellt, mit

fortschreitendem Lebensalter linear an (p=0,0003, r?>=0,8).
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Abbildung 17: Bestimmung der Proteinausscheidung im Urin von heranwachsenden MWF
Ratten: Die Proteinausscheidung stieg mit zunehmendem Alter linear an.

Diese Daten zeigen, dass alte méannliche MWF Ratten als ein pathologisches Modell fir eine

erhohte Proteinausscheidung im Urin verwendet werden kénnen.
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4.4.2 Auswirkungen einer klinisch manifesten Proteinurie auf die
endotheliale Glykokalyx

Um die Hypothese zu prifen, dass die Struktur und Funktion der endothelialen Glykokalyx flr
die Entwicklung einer Proteinurie mit zunehmendem Alter ursachlich ist, wurde die Dichte der
endothelialen Glykokalyx Gber den Zeitraum eines Jahres (alle 8-10 Wochen) gemessen und
Uberprift, ob sie mit dem Proteingehalt im Urin korreliert. Wie in Abbildung 18 dargestellt,

nahm die Dichte der endothelialen Glykokalyx mit zunehmendem Alter der Tiere ab.
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Abbildung 18: Dichte der endothelialen Glykokalyx in heranwachsenden MWF Ratten iiber
den Zeitraum eines Jahres: Die Dichte der endothelialen Glykokalyx sank mit zunehmendem
Alter (* zeigt p<0,05, ** zeigt p<0,01, *** zeigt p<0,001).

Die Abbildung 19 zeigt, dass bei abnehmender Dichte der endothelialen Glykokalyx die

Proteinausscheidung im Urin anstieg (p=0,0009, r?=0,76).
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Abbildung 19: Korrelation zwischen der Dichte der endothelialen Glykokalyx und der
Proteinausscheidung im Urin: Mit abnehmender Dichte der endothelialen Glykokalyx stieg die
Proteinausscheidung an.

4.4.3 Wistar Ratten als nicht proteinurisches Modell
Als Kontrollgruppe wurden Wistar Ratten verwendet, da dieser Stamm mit fortschreitendem

Alter keine Proteinurie entwickelt. Dies wurde in der Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Bestimmung der Proteinausscheidung im Urin von heranwachsenden Wistar
Ratten: Die Proteinausscheidung im Urin blieb Gber den Zeitraum eines Jahres unverandert.
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Die Dichte der endothelialen Glykokalyx blieb, wie in Abbildung 21 dargestellt, liber den

Zeitraum eines Jahres ebenfalls unverandert.
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Abbildung 21: Dichte der endothelialen Glykokalyx in heranwachsenden Wistar Ratten iiber
den Zeitraum eines Jahres: Die Dichte der endothelialen Glykokalyx blieb tber den Zeitraum
eines Jahres unverandert.

Hiermit konnte die Hypothese einer bestehenden Korrelation zwischen der Dichte der

endothelialen Glykokalyx und der Proteinausscheidung im Urin bestatigt werden.
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4.5 Auswirkungen eines Hypertonus auf die glomerulare Filtrationsbarriere,
insbesondere auf die endotheliale Glykokalyx

Hypertonie flhrt zu Veranderungen der glomerularen Filtrationsbarriere und geht haufig mit
einer Albuminurie einher. Deshalb sollte durch die im Folgenden beschriebenen Experimente
geklart werden, ob ein Zusammenhang zwischen der erhéhten Durchlassigkeit fir Albumin und

der Struktur der endothelialen Glykokalyx besteht.

4.5.1 Auswirkungen von Angiotensin Il auf die Proteinausscheidung im Urin
Daten in der Literatur legen nahe, dass Angiotensin Il (Angll) sowohl den Blutdruck als auch
den Siebkoeffizienten flir Aloumin erhéht (Schiel 2014). Um zu Gberprifen, ob die erhéhte
Albuminfiltration durch eine verstarkte Riickresorption im proximalen Tubulus kompensiert
wird, wurde die Proteinausscheidung im Urin gemessen. Die Proteinausscheidung betrug, wie
in Abbildung 22 dargestellt, basal 0,73+0,255 (mg/ml)/(osmol/l) (n=11) und stieg 20 Minuten
nach Angll-Infusion auf 1,34+0,184 (mg/ml)/(osmol/l) (n=11, p=0,008) an.

dede
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Abbildung 22: Auswirkungen von Angiotensin Il auf die Proteinausscheidung im Urin: Die
Proteinausscheidung stieg 20 Minuten nach Angll-Infusion an (** zeigt p=0,008).
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4.5.2 Proteindifferenzierung im Urin nach Angiotensin ll-Infusion
Der basal und nach Angll-Infusion gesammelte Urin wurde mittels SDS-Page-Gelelektrophorese
densitometrisch analysiert. Nach Angll-Infusion war die Albuminbande verstarkter ausgepragt

als die basale Bande (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Proteindifferenzierung mittels eines Coomassie-Brilliant-Blau gefarbten
SDS-Page Gels nach Angll-Infusion: Nach Angll-Infusion war die Albouminbande verstarkter
ausgepragt als die basale Bande. Die Albuminmenge der Standards betrug 2; 1,5; 1; 0,5 und
0,25 pg.
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4.5.3 Auswirkungen von Angiotensin Il auf die Albuminausscheidung im
Urin

Die Quantifizierung der Albuminkonzentration in den gewonnenen Urinproben erfolgte

anschlieRend mittels eines ELISAS. Die Albuminausscheidung im Urin betrug basal 0,05+0,028

((mg/ml)/(osmol/l)) (n=4) und stieg 20 Minuten nach Angll-Infusion auf 0,23+0,053

((mg/ml)/(osmol/l)) (n=4, p=0,04) an (Abbildung 24). Der Anstieg der Albuminausscheidung im

Urin zeigt, dass die erhéhte Albuminfiltration nicht durch eine verstarkte Riickresorption des

proximalen Tubulus kompensiert werden konnte.
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Abbildung 24: Auswirkungen von Angiotensin Il auf die Albuminausscheidung im Urin: Die
Albuminausscheidung stieg 20 Minuten nach Angll-Infusion an (* zeigt p=0,04).

4.5.4 Auswirkungen von Angiotensin Il auf die Dichte der endothelialen
Glykokalyx

Es stellte sich die Frage, inwieweit Angll Auswirkungen auf die endotheliale Glykokalyx hat und
ob die erhéhte Durchlassigkeit fir Albumin aus einer geschadigten endothelialen Glykokalyx
resultiert. Die mittlere basale Dichte der endothelialen Glykokalyx betrug 1,35+0,043 rU
(n=20). Die Angll-Infusion wurde Uber 20 Minuten so dosiert, dass der mittlere Blutdruck im
Schnitt um 30 mmHg bzw. 60 mmHg anstieg. Die mittlere Dichte der endothelialen Glykokalyx
sank nach einem Blutdruckanstieg um 30 mmHg auf 1,20+0,042 rU (n=24) und nach einem

Blutdruckanstieg um 60 mmHg auf 1,12+0,022 rU (n=20). Die Hohe des Blutdruckanstiegs
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hatte keinen verdandernden Einfluss auf die Dichte der endothelialen Glykokalyx (Abbildung
25).

wkk
L 1
— ¥ !
o
: L = 1L n.§. 1
% 1.59 ¥ i 1
> X
© ——
= ——
= O
O x 1.0
T >
g (O]
S 3
oz
©
L
°
=) 0.0 T T T
5 >
,o'b“’ (89 O
& &
o o
& ©
3 &
) S
S &
o X
N o
Ao AN
¥

Abbildung 25: Dichte der endothelialen Glykokalyx nach Erh6hung des Blutdrucks durch Angll-
Infusion: Die Dichte der endothelialen Glykokalyx sank sowohl bei einem Blutdruckanstieg um
30 mmHg also auch bei einem Anstieg um 60 mmHg. Die Hohe des Anstiegs hatte keinen
unterschiedlichen Einfluss auf die Dichte der endothelialen Glykokalyx (* zeigt p<0,05, *** zeigt
p<0,001).
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4.5.5 Auswirkungen von Noradrenalin auf die glomerulare
Filtrationsbarriere

Um zu beurteilen, ob die Veranderungen der glomerularen Filtrationsbarriere hamodynamisch
bedingt sind, wurde der Blutdruck bei Tieren einer weiteren Versuchsgruppe durch
Noradrenalin erhoht. Die dabei gewonnenen Daten wurden mit den nach Angll-Infusion

erhobenen Daten verglichen.

4.5.5.1 Auswirkungen von Noradrenalin auf den Siebkoeffizienten fiir
Albumin

Um die Auswirkungen einer Blutdruckerhéhung durch Noradrenalin auf den glomerularen
Siebkoeffizienten fiir Albumin zu ermitteln, wurde zunachst der basale Siebkoeffizient fir
Albumin bestimmt. Dieser betrug 0,02+0,005 (n=10). Nach 20-minitiger Noradrenalin-Infusion
stieg er auf 0,040,016 (n=10, p=0,004) an (Abbildung 26). Um anésthesiebedingte
Veranderungen des Siebkoeffizienten fiir Albumin und mogliche zeitabhangige Veranderungen
der Farbstoffintensitat und der damit korrelierenden Albuminkonzentration auszuschlieRen,
wurden Kontrollversuche durchgefiihrt. Der Siebkoeffizient der Negativkontrolle blieb hierbei

unverandert.
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Abbildung 26: Auswirkungen einer Blutdruckerhohung durch Noradrenalin-Infusion auf den
glomeruldaren Siebkoeffizienten fiir Albumin: Der Siebkoeffizient fir Albumin stieg 20
Minuten nach Noradrenalin-Infusion an (** zeigt p=0,004).
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4.5.5.2 Auswirkungen von Noradrenalin auf die Proteinausscheidung im
Urin

Um zu Uberprifen, ob der proximale Tubulus die erhohte Albuminfiltration durch eine

verstarkte Riickresorption kompensiert, wurde die Proteinausscheidung im Urin gemessen. Die

Gesamtproteinausscheidung im Urin betrug basal 0,940,145 (mg/ml)/(osmol/l) (n=14) und

stieg 20 Minuten nach Noradrenalin-Infusion auf 2,12+0,29 (mg/ml)/(osmol/l) (n=14,

p<0,0001) an (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Auswirkungen einer Blutdruckerhéhung durch Noradrenalin auf die
Proteinausscheidung im Urin: Die Proteinausscheidung stieg 20 Minuten nach Noradrenalin-
Infusion an (*** zeigt p<0,0001).
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4.5.5.3 Proteindifferenzierung im Urin nach Noradrenalin-Infusion

Im vorhergehenden Versuch wurde gezeigt, dass die Gesamtproteinausscheidung im Urin nach
Noradrenalin-Infusion anstieg. AnschlieBend wurden sie nach ihrem Molekulargewicht in einer
SDS-Page-Gelelektrophorese getrennt. Die Albuminbande nach Noradrenalin-Infusion war

ausgepragter als die basale Bande (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Proteindifferenzierung mittels eines Coomassie-Brilliant-Blau gefirbten SDS-
Page Gels nach Noradrenalin-Infusion: Die Albuminbande nach Noradrenalin-Infusion war
ausgepragter als die basale Bande. Die Albuminmenge der Standards betrug
2;1,5;1;0,5und 0,25 pg.
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4.5.5.4 Auswirkungen von Noradrenalin auf die Albuminausscheidung im Urin

Die Quantifizierung des Albuminanstiegs nach Noradrenalin-Infusion erfolgte anschlielend
mittels eines ELISAS. Die Albuminausscheidung im Urin betrug basal 0,11+0,011
((mg/ml)/(osmol/l)) (n=5). 20 Minuten nach Noradrenalin-Infusion stieg sie auf 0,71+0,123
((mg/ml)/(osmol/l)) (n=5, p=0,007) an (Abbildung 29). Der Anstieg der Albuminausscheidung
im Urin zeigt, dass die erhéhte Albuminfiltration nicht durch eine verstarkte proximal-tubulare

Riickresorption kompensiert werden konnte.
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Abbildung 29: Auswirkungen von Noradrenalin auf die Albuminausscheidung im Urin:
Die Albuminausscheidung stieg 20 Minuten nach Noradrenalin-Infusion an (** zeigt
p=0,007).

4.5.5.5 Auswirkungen von Noradrenalin auf die Dichte der endothelialen
Glykokalyx

Da im vorigen Versuch gezeigt wurde, dass Noradrenalin die Durchldssigkeit der
Filtrationsbarriere fir Albumin erhoht, stellte sich die Frage, inwieweit Noradrenalin einen
Effekt auf die endotheliale Glykokalyx hat und ob die erhéhte Durchlassigkeit fiir Albumin aus
einer geschadigten endothelialen Glykokalyx resultiert.

Die mittlere basale Dichte der endothelialen Glykokalyx betrug 1,8410,089 rU (n=19). Die
Noradrenalin-Infusion wurde Uber 20 Minuten so dosiert, dass der mittlere Blutdruck im
Schnitt um 30 mmHg bzw. 60 mmHg anstieg. Die mittlere Dichte der endothelialen Glykokalyx

sank nach einem Blutdruckanstieg um 30 mmHg auf 1,35+0,046 rU (n=19) und nach einem
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Blutdruckanstieg um 60 mmHg auf 1,23+0,02 rU (n=19). Die Hohe des Blutdruckanstiegs hatte

keinen Einfluss auf die Intensitatsveranderung der endothelialen Glykokalyx (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Dichte der endothelialen Glykokalyx nach Erhohung des Blutdrucks durch
Noradrenalin-Infusion: Die Dichte der endothelialen Glykokalyx sank sowohl bei einem
Blutdruckanstieg um 30 mmHg also auch bei einem Anstieg um 60 mmHg. Die Hohe des
Anstiegs hatte keinen unterschiedlichen Einfluss auf die Dichte der endothelialen Glykokalyx
(*** zeigt p<0,001).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sowohl Angiotensin |l als auch
Noradrenalin die glomeruladre Filtrationsbarriere in ihrer Permeabilitdt beeinflussen. Sowohl
nach Angll- als auch nach Noradrenalin-Infusion stieg die Durchldssigkeit der glomeruldren
Filtrationsbarriere fur Albumin an. Der Anstieg der Alouminausscheidung im Urin nach Infusion
von Angll bzw. Noradrenalin zeigt, dass die erhdhte Albuminfiltration nicht durch eine
verstarkte proximal-tubuldre Rickresorption kompensiert werden konnte. Die Dichte der
endothelialen Glykokalyx nahm sowohl nach Angll- als auch nach Noradrenalin-Infusion ab,
wobei die Hohe des Blutdruckanstiegs nicht mit unterschiedlichen Veranderungen der

endothelialen Dichte korrelierte.
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4.6 Einfluss auf die verschiedenen Bestandteile der endothelialen
Glykokalyx durch Hyaluronidase, Angiotensin Il und Noradrenalin

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass nach Gabe der Hyaluronidase der Siebkoeffizient
fiir Aloumin, der ein Mal} fiir die Permeabilitdt der glomerularen Filtrationsbarriere ist, anstieg.
Das Enzym Hyaluronidase schadigt nachweislich die Struktur der endothelialen Glykokalyx, was
deren essentielle Rolle in der Integritdt der glomerularen Filtrationsbarriere verdeutlicht. Die
Integritdt des glomeruldaren Filters und die Dichte der endothelialen Glykokalyx nahmen
sowohl nach Angll als auch nach Noradrenalin ab. Um die Auswirkungen von Hyaluronidase,
Angll und Noradrenalin auf die Struktur der endothelialen Glykokalyx besser verstehen zu
kénnen, sollten die einzelnen Bestandteile der endothelialen Glykokalyx untersucht werden.
Hierzu wurden zunichst basale Urin- und Plasmaproben gesammelt, die mit den spater
gewonnenen Proben verglichen werden sollten. Es wurden drei verschiedene Bestandteile der
endothelialen Glykokalyx untersucht: Syndekanl, Heparansulfat und Hyaluronidase.
Syndekan1 sollte ndher bestimmt werden, da es malRgeblich fir die Bildung des Fundaments
der endothelialen Glykokalyx verantwortlich ist. Heparansulfat stellt die Hauptfraktion der an
die Proteoglykane angelagerten Glykosaminoglykane dar und wurde deshalb gezielt
untersucht. Hyaluronsaure ist das einzige Glykosaminoglykan, das nicht Gber ein Proteoglykan

an der Zellmembran gebunden ist.
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4.6.1 Syndekanl
4.6.1.1 Urin

Um die Auswirkungen von Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin auf das Proteoglykan
Syndekanl genauer untersuchen zu konnen, wurde zunachst die basale Syndekanl-
Konzentration im Urin bestimmt. Nach Applikation der Substanz, die jeweils untersucht
werden sollte, wurde die Konzentration von Syndekanl erneut gemessen und mit den basalen
Werten verglichen.

Wie in Abbildung 31 dargestellt, stieg die Urinkonzentration von Syndekanl nach
Verabreichung der Hyaluronidase von 2,89+0,56 ng/ml (n=27) auf 134,07£31,35 ng/ml (n=8§,
p<0,0001), nach Angll-Infusion auf 58,622+10,67 ng/ml (n=8, p<0,0001) und nach
Noradrenalin-Infusion auf 101,335+17,33 ng/ml (n=11, p<0,0001) an.
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Abbildung 31: Auswirkungen von Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin auf die Syndekan1-
Konzentration im Urin: Die Syndekanl-Konzentration im Urin stieg nach Behandlung mit
Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin an (*** zeigt p<0,0001).
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4.6.1.2 Plasma

Die Abbildung 32 zeigt, dass die Konzentration von Syndekanl im Plasma nach Verabreichung
der Hyaluronidase von 19,99+1,97 ng/ml (n=16) auf 43,21+1,32 ng/ml (n=5, p<0,0001) anstieg.
Nach Angll-Infusion stieg die Syndekan1-Konzentration auf 63,56+2,78 ng/ml (n=6, p<0,0001)
und nach Noradrenalin-Infusion auf 51,04+3,02 ng/ml (n=5, p<0,0001) an.
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Abbildung 32: Auswirkungen von Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin auf die Syndekan1-
Konzentration im Plasma: Die Syndekanl1-Konzentration im Plasma stieg nach Behandlung mit
Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin an (*** zeigt p<0,0001).
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4.6.2 Heparansulfat im Urin

Wie in Abbildung 33 gezeigt, stieg die Urinkonzentration von Heparansulfat nach
Verabreichung der Hyaluronidase von 660,11+66,92 ng/ml (n=31) auf 1740,47+217,44 ng/ml
(n=10, p<0,0001). Nach Angll-Infusion stieg die Konzentration auf 2119,58+393,41 ng/ml
(n=10, p<0,0001) und nach Noradrenalin-Infusion auf 2296,69+284,46 ng/ml (n=11, p<0,0001)

an.
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Abbildung 33: Auswirkungen von Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin auf die
Heparansulfat-Konzentration im Urin: Die Heparansulfat-Konzentration im Urin stieg nach
Behandlung mit Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin an (*** zeigt p<0,0001).
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4.6.3 Hyaluronsaure

4.6.3.1 Urin

Die Urinkonzentration von Hyaluronsdure sank nach Verabreichung der Hyaluronidase von
46,21+4,11 (n=28) auf 22,51%6,35 ng/ml (n=8, p=0,008). Nach Angll-Infusion blieb die
Konzentration unverédndert bei 36,07+6,06 ng/ml (n=9) und nach Noradrenalin-Infusion sank

sie auf 23,22+3,59 ng/ml (n=11, p=0,002) (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Auswirkungen von Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin auf die Hyaluronsaure-
Konzentration im Urin: Die Hyaluronsdure-Konzentration im Urin nahm nach Behandlung mit
Hyaluronidase und Noradrenalin ab, wahrend sie nach Angll-Infusion unverandert blieb (** zeigt
p=0,008, ## zeigt p=0,002).
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4.6.3.2 Plasma

Die Abbildung 35 zeigt, dass die Konzentration von Hyaluronsdure im Plasma nach

Verabreichung der Hyaluronidase von 865,79+93,07 ng/ml (n=19) auf 11,317,039 ng/ml (n=6,

p<0,0001) abfiel. Nach Angll Infusion blieb die Hyaluronsdure-Konzentration unverandert bei

569,61+234,24 ng/ml (n=6) und nach Noradrenalin-Infusion sank sie auf 26,22+14,21 ng/ml

(n=7, p<0,0001).
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Abbildung 35: Auswirkungen von Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin auf die Hyaluronsaure-
Konzentration im Plasma: Die Hyaluronsaure-Konzentration im Plasma sank nach Behandlung
mit Hyaluronidase und Noradrenalin, wahrend sie nach Angll-Infusion unverdandert blieb (***

zeigt p<0,0001).
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4.7 Beeinflussung der endothelialen Glykokalyx in vitro

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass eine akute Schadigung proximaler Tubuluszellen
eine erhohte Albuminfiltration tiber die glomerulare Filtrationsbarriere zur Folge hat. Es muss
also eine Kommunikation zwischen dem tubuldren System und dem glomeruldren Filter
vorliegen, die die Permeabilitdt der Filtrationsbarriere beeinflussen kann. Vorstellbar ware
eine stromabwadrts vermittelte Kommunikation tber die osmosensorischen Macula-densa-
Zellen, die Uber einen Feedbackmechanismus die Funktion der glomeruldren
Filtrationsbarriere beeinflussen. In der vorliegenden Arbeit sollte die Hypothese geprift
werden, dass Macula-densa Zellen moglicherweise Substanzen aus dem abgeschilfertem
Material, das durch eine akute Zellschadigung im proximalen Tubulus entsteht, detektieren
und anschlieBend selbst Substanzen freisetzen, die wiederum Uber eine tubulo-glomerulare
Kommunikation die Integritat der glomeruldren Filtrationsbarriere beeinflussen.

Der Fokus wurde zundchst auf den zweiten Teil dieser Hypothese gelegt und mogliche
Substanzen, die eine tubulo-glomeruldare Kommunikation vermitteln und die Filtrationsbarriere
beeinflussen  koénnen, untersucht. Sowohl Adenosintriphosphat (ATP) als auch
Stickstoffmonooxid (NO) werden im juxtaglomeruldren Apparat synthetisiert und besitzen
vasoaktive Eigenschaften. Adenosin entsteht durch Dephosphorylierung des ATPs. Diese drei
Substanzen sollten in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht werden. Der Verlust der
Integritat der glomerularen Filtrationsbarriere nach Schadigung von proximalen Tubuluszellen
ging mit einem Verlust der Dichte der endothelialen Glykokalyx einher. Deshalb sollten
zunachst die direkten Auswirkungen dieser drei Substanzen auf die endotheliale Glykokalyx

untersucht werden.
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4.7.1 Kurzzeitversuche

Den kultivierten Zellen wurde jeweils ATP, Adenosin oder Natriumnitroprussid (SNP), ein
Stickstoffmonooxid-Donor, hinzugefiigt und nach einer Stunde die Dichte der endothelialen
Glykokalyx vermessen. Diese wurde anschlieRend mit der Kontrollgruppe verglichen. Die
Dichte der endothelialen Glykokalyx betrug, wie in Abbildung 36 dargestellt, in der
Kontrollgruppe 1,8+0,03 rU (n=165). Nach einer einstiindigen Inkubation mit ATP stieg sie auf
2,4540,07 rU (n=73) und nach Adenosin auf 2,27+0,04 rU (n=187) an. Nach der Inkubation mit
SNP blieb die Dichte unverdndert bei 1,75+0,06 rU (n=71).
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Abbildung 36: Dichte der endothelialen Glykokalyx nach einstiindiger Inkubation der
kultivierten Endothelzellen mit ATP, Adenosin und SNP: Die Dichte der endothelialen
Glykokalyx stieg sowohl nach ATP- als auch nach Adenosin-Inkubation an, wahrend sie nach
Zugabe von SNP unveréndert blieb (*** zeigt p<0,001).
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4.7.2 Langzeitversuche

Die kultivierten Endothelzellen wurden anschlieend mit den gleichen Substanzen fur 16
Stunden inkubiert, um zu Uberprifen, ob Verdnderungen der endothelialen Glykokalyx
zeitabhangig sind. Die Dichte der endothelialen Glykokalyx in der Kontrollgruppe betrug
1,61+0,02 rU (n=212). Nach 16-stlindiger Inkubation stieg sie bei ATP auf 2,3+0,03 rU (n=238)
und bei Adenosin auf 2,16+0,03 rU (n=166) an. Nach Inkubation mit SNP blieb sie unverandert
bei 1,5610,02 rU (n=176) (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Dichte der endothelialen Glykokalyx nach 16-stiindiger Inkubation mit ATP,
Adenosin und SNP: Die Dichte der endothelialen Glykokalyx stieg sowohl nach ATP- als auch
nach Adenosin-Inkubation an, wahrend sie nach Zugabe von SNP unveradndert blieb (*** zeigt
p<0,001).

Die Dichte der endothelialen Glykokalyx in kultivierten Endothelzellen stieg nach einer
Inkubation sowohl mit ATP als auch mit Adenosin an. Nach einer Inkubation mit SNP blieb die
Dichte der endothelialen Glykokalyx unverdandert. Die unterschiedliche Inkubationszeit hatte

keinen Einfluss auf die Messergebnisse.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, sowohl Mechanismen einer tubulo-glomeruldren
Kommunikation als auch die Bedeutung der endothelialen Glykokalyx fiir die glomerulare
Filtrationsbarriere zu klaren. Die Durchfihrung der Untersuchungen erfolgte mit Hilfe der
intravitalen Multiphotonenmikroskopie. Verglichen mit anderen Techniken wie der
Mikropunktion oder histologischen Methoden erlaubt die Multiphotonenmikroskopie die
simultane Untersuchung sowohl der Morphologie als auch der funktionellen Parameter der
Niere. Diese Untersuchungstechnik wurde gewahlt, um Versuche unter moglichst
physiologischen Bedingungen an lebenden Tieren durchfiihren zu kénnen. So konnte die
Funktion der glomerulédren Filtrationsbarriere nach Schadigung des tubuldren Systems und die
Beeinflussung der endothelialen Glykokalyx mit den Folgen fiir die Durchldssigkeit der
Filtrationsbarriere genauer untersucht werden.

Da die Glomeruli aufgrund ihrer tiefen Lokalisation in der Nierenrinde von Nagetieren fiir die
Untersuchung nur schwer zuganglich sind (Schief3l et al. 2013), wurde fiir die Experimente der
Rattenstamm Munich Wistar Froemter (MWF) gewahlt. MWF-Ratten sind durch eine hohe
Anzahl an oberflachlich lokalisierten Glomeruli charakterisiert (Hackbarth et al. 1983). Ab
einem bestimmten Alter entwickeln mannliche MWF-Ratten eine Glomerulosklerose (Remuzzi
et al. 1988), leiden unter einem Hypertonus und entwickeln eine Proteinurie (Hackbarth et al.
1991). Deshalb sind besonders alte Mannchen dieses Stammes als Modell zur Untersuchung
einer Proteinurie geeignet. Junge Tiere oder auch altere Weibchen eignen sich als
physiologisches Modell zur Untersuchung der Funktion der glomeruldren Filtrationsbarriere

mit Hilfe der intravitalen Multiphotonenmikroskopie.

5.1 Auswirkungen einer akuten Tubulusnekrose auf die Funktion der
glomerularen Filtrationsbarriere

Um die Auswirkungen einer akuten Schadigung einzelner proximaler Tubuluszellen auf die
Funktion der glomeruldren Filtrationsbarriere zu untersuchen, wurde in der vorliegenden
Arbeit zundchst der Siebkoeffizient fiir Albumin bestimmt. 20 Minuten nach Schadigung des
proximalen Tubulus stieg der Siebkoeffizient fiir Aloumin signifikant im Vergleich zu den basal
gemessenen Werten an. Einem erhohten Siebkoeffizienten liegt neben einem veranderten
renalen Plasmafluss auch ein Verlust der Integritdt der glomeruldren Filtrationsbarriere
zugrunde. Dieser Versuch sollte die Hypothese priifen, dass Schaden am proximalen Tubulus

nicht nur durch die verminderte Reabsorptionsfahigkeit des Tubulussystems zu einer erhéhten
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Proteinausscheidung im Urin fliihren, sondern, dass akute tubuldre Schaden auch per se
Einfluss auf die Filtrationsbarriere haben. Nach akuter Schadigung der Tubuluszellen wurde
signifikant mehr Albumin filtriert.

Neben der Albuminurie ist eine verminderte glomerulare Filtrationsrate ein weiteres klinisch
relevantes Symptom (Hanif und Ramphul 2018). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
bestatigt werden. Die snGFR blieb nach Ablation einzelner Tubulusepithelzellen unverandert.
Eine mogliche Erklarung fir diese unterschiedlichen Befunde ist, dass die Grofle des
geschadigten Bereiches variiert. Bei einer akuten Tubulusnekrose sind weitaus groRere Areale
des tubuldaren Systems geschadigt, als es in diesem Versuch durch die fokussierte
Laserexposition der Fall war. Zudem koénnte die klinisch relevante erniedrigte Filtrationsrate
auch erst zu einem spateren Zeitpunkt messbar sein. Aufgrund der Tatsache, dass eine langer
andauernde Narkose bei Ratten haufig Blutdruckverdanderungen nach sich zieht, wurden die
Experimente in der vorliegenden Arbeit auf die Zeitspanne von 30 Minuten begrenzt.

Der Durchmesser des proximalen Tubulus nahm innerhalb von 20 Minuten nach Ablation
einzelner Zellen des Tubulus zu. Eine mogliche Erklarung fiir das vergréRerte Lumen wird in

Abbildung 38 diskutiert.

Proximaler Tubulus
\Bowman Kapsel

- 'y

Schadigung
einzelner proximaler
Tubuluszellen

Das Filtrat kann aufgrund der
Verstopfung nicht abflieRen
und akkumuliert. Der
proximale Tubulus dilatiert.

f Das abgeschilferte
Y Material
Henle-Schleife — verlegt das Lumen am
| Ubergang des proximalen
u Tubulus zum
absteigenden Ast der
Henle-Schleife.

Abbildung 38: Mogliche Erklarung fiir einen Anstieg des Lumens des proximalen Tubulus
nach Schadigung einzelner proximaler Tubuluszellen: Die abgeschilferten Zellen verlegen das
Lumen am Ubergang des proximalen Tubulus zum absteigenden Ast der Henle-Schleife. Das
Filtrat kann nicht vollstandig abflieBen und dehnt das Lumen des proximalen Tubulus.
Abbildung modifiziert nach (Beltina.org).

Durch die Schadigung einzelner Tubuluszellen kénnten diese von den (ibrigen Zellen losgel6st
und abgeschilfert werden. Das desquamierte Material flielt mit dem Filtrat stromabwarts. Am

66



Diskussion

Ubergang des proximalen Tubulus zum absteigenden Ast der Henle-Schleife kénnte es
aufgrund der anatomisch bedingten Lumenverengung zu einer Akkumulation des
abgeschilferten Materials kommen, was den Abfluss des Filtrates verhindern wiirde. Das Filtrat
konnte schlechter abflieRen und dehnt den proximalen Tubulus, was durch einen erhéhten
Durchmesser des Tubulus messbar wird.

In vorherigen Versuchen wurde gezeigt, dass die Ablation von einzelnen Tubulusepithelzellen
zu einem Verlust der Integritdt der glomeruldren Filtrationsbarriere fiihrt. Die glomeruldre
Filtrationseinheit besteht aus drei Komponenten: Dem fenestrierten Endothel mit der
endothelialen Glykokalyx, der Basalmembran und den Podozyten. In bisherigen Studien lag das
Augenmerk hinsichtlich der Permeabilitdt der Filtrationsbarriere hauptsachlich auf den
Podozyten. Den Podozyten wird bei der Ultrafiltration des Harns eine groRe Bedeutung
beigemessen. Mit ihren FuRfortsdtzen bilden sie zum einen die Filtrationsschlitze und zum
anderen weisen sie aufgrund der Podocalyxin-Molekiile an ihrer apikalen Zelloberflache eine
starke negative Ladung auf. Beide Aspekte sind entscheidende Faktoren der Filtrationsbarriere
hinsichtlich ihrer ladungs- und groRenselektiven Eigenschaften (Nielsen und McNagny 2009).
Die dritte Komponente der glomerularen Filtrationsbarriere spielt also eine groRe Rolle bei der
Permeabilitat des glomerularen Filters.

Seit einiger Zeit riickt auch die endotheliale Glykokalyx immer mehr in den Fokus der
Nierenforschung und wird mit der Entstehung von Nierenerkrankungen in Verbindung
gebracht (Salmon et al. 2012). Ihre essentielle Rolle fir die Integritdt der glomeruldren
Filtrationsbarriere wurde hinreichend diskutiert (Jeansson und Haraldsson 2006) und ist
Bestandteil des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit. Die Dichte der endothelialen Glykokalyx
nahm 20 Minuten nach Ablation einzelner Tubuluszellen signifikant ab. Dies legt nahe, dass
akute tubulare Schdaden zum einen Einfluss auf diese Schicht der Filtrationsbarriere haben und,
dass die erhohte Albuminfiltration durch eine verringerte Dichte der endothelialen Glykokalyx

bedingt ist.

5.2 Mogliche Mechanismen der tubulo-glomeruldren Kommunikation

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass eine akute Schadigung proximaler Tubuluszellen eine
erhohte Albuminfiltration liber die glomerulare Filtrationsbarriere zur Folge hat. Es muss also
eine Kommunikation zwischen dem tubuldren System und dem glomeruladren Filter vorliegen,
die die Permeabilitdt der Filtrationsbarriere beeinflussen kann. Vorstellbar ware zum einen
eine stromabwarts vermittelte Kommunikation Uber die osmosensorischen Macula-densa-

Zellen, die Uber einen Feedbackmechanismus die Funktion der glomeruldren
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Filtrationsbarriere beeinflussen. Zum anderen ware auch eine stromaufwarts gerichtete
Kommunikation entlang der tubuldren Zellen bis hin zum Glomerulus und zur glomeruldren

Filtrationsbarriere denkbar.

5.2.1 Macula-densa-Zellen als Vermittler der tubulo-glomerularen
Kommunikation

Der tubulo-glomeruldre Feedbackmechanismus sorgt fiir eine Anpassung der Filtration der
einzelnen Nephrone an die tubuldre Resorption. Dieser Feedbackmechanismus basiert auf den
osmosensorischen Eigenschaften der Macula-densa-Zellen, die an der Kontaktstelle des
distalen Tubulus zu dem zugehorigen Glomerulus im Bereich des juxtaglomeruldren Apparats
lokalisiert sind. Eine Erklarung konnte deshalb sein, dass die Macula-densa-Zellen bestimmte
Substanzen aus dem abgeschilferten Material detektieren und (iber die anatomische
Kontaktstelle zum Glomerulus eine direkte Wirkung auf die Permeabilitdt der glomeruldren
Filtrationsbarriere haben. Neben der Detektion der NaCl-Konzentration sind Macula-densa-
Zellen auch in der Lage, verschiedene chemische und metabolische Substanzen zu detektieren
(Peti-Peterdi und Harris 2010). Seit kurzer Zeit ist ebenfalls bekannt, dass olfaktorische
Rezeptoren in der Niere lokalisiert sind, denen im Hinblick auf die Nierenphysiologie und die
gesamte Blutdruckregulation immer gréRere Aufmerksamkeit zuteilwird. Sowohl das
olfaktorische G-Protein (Golf) als auch die Adenylatcyclase3, ohne die Mause nachweislich
nicht riechen konnen, werden in der Niere exprimiert. Mit Hilfe von Immunfarbungen konnte
gezeigt werden, dass beide in den Macula-densa-Zellen vorhanden sind (Shepard und Pluznick
2016). Bisher ist jedoch noch relativ wenig (iber die Rolle der olfaktorischen Rezeptoren und
auch olfaktorischen Liganden in der Niere bekannt, sodass in naher Zukunft mit Sicherheit
noch erganzende Studien notig sind, um dieses komplexe System zu verstehen. Auch wenn die
zu Grunde liegenden Mechanismen weitgehend unklar sind, kdnnten sie einen Hinweis auf die

Grundlagen einer tubulo-glomeruldaren Kommunikation darstellen.

5.2.2  Zell-Zell-kommunikation im tubuldren System

Der Signalaustausch zwischen Zellen, auch als interzellulare Kommunikation bezeichnet, dient
dem Austausch von Botenstoffen und Informationen zwischen den Zellen, um die
physiologischen und biochemischen Funktionen des Organismus zu regulieren. Die Zelle
erkennt das ankommende Signal mit Hilfe eines Rezeptorproteins und wandelt das
extrazellulare Signal in ein intrazellulares Signal um, das die Reaktion der Zelle steuert
(Buselmaier 2009). Signale kénnen Uber verschiedene Wege Ubermittelt werden: Bei der
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endokrinen Signallbertragung wird das Signal durch den Blutkreislauf im gesamten Korper
verteilt. Zudem gibt es eine parakrine Kommunikation, bei der die Signalmolekiile durch das
extrazelluldare Medium diffundieren und so in engem Kontakt mit den Zellen stehen. Aulerdem
gibt es noch die autokrine SignallGbermittlung. Da die bisherigen Ergebnisse die Hypothese
einer bestehenden Kommunikation zwischen dem tubuldren System und dem Glomerulus
stlitzen, sollte herausgefunden werden, auf welchem Weg diese Kommunikation auf zellularer
Ebene ablaufen konnte. Auf die zuletzt erwahnte Signalvermittlung, die kontaktabhangige
Signallbertragung tber Zell-Zell-Kontakte, soll im Folgenden genauer eingegangen werden, da
sie eine mogliche Erklarung fir die tubulo-glomeruldare Kommunikation darstellt. Da Calcium
als sekundarer Botenstoff eine groRRe Rolle bei der Signaltransduktionskaskade spielt und eine
Vielzahl von Prozessen in allen Zellen reguliert, sollte in der vorliegenden Arbeit eine
calciumbasierte Zell-Zell-Kommunikation zwischen den proximalen Tubuluszellen untersucht
werden. Daflir wurde das Mausmodell Pax8xGCamp5 generiert. Diese Mause exprimieren
sowohl Tomato als auch das fluoreszierende Calcium Indikatorprotein GCamp5 in
Tubuluszellen (Schiessl et al. 2018). Nachdem einzelne tubuldre Zellen fokussierter
Laserstrahlung ausgesetzt waren, konnte in den benachbarten Tubuluszellen eine
Farbumwandlung von Rot nach Griin beobachtet werden. Diese Griinfarbung zeigt eine
Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration an. Es scheint also, dass akute Zellschaden
eine calciumbasierte Zellkommunikation zwischen einzelnen Tubuluszellen hervorrufen,
welche die Grundlage fir die Kommunikation zwischen dem Tubulussystem und dem

Glomerulus darstellen kénnte.

5.3 Auswirkungen des Enzyms Hyaluronidase auf die Funktion der
glomerularen Filtrationsbarriere

Um die Bedeutung der endothelialen Glykokalyx fiir die Integritdt der glomeruldren
Filtrationsbarriere zu klaren, wurde diese durch Behandlung mit Hyaluronidase geschadigt.
Dabei sollte liberpriift werden, ob durch das ,Shedding” der endothelialen Glykokalyx die
Integritdt der glomeruldren Filtrationsbarriere beeintrachtigt wird. Der Siebkoeffizient flr
Albumin, der ein MaR fiir die Durchlassigkeit der glomerulédren Filtrationsbarriere darstellt,
nahm 20 Minuten nach Verabreichung der Hyaluronidase zu. Dies zeigt, dass nach Auflésung
der endothelialen Glykokalyx die Durchlassigkeit des glomerularen Filters flir Albumin ansteigt.
Um zu Uberprifen, ob die erhéhte Albuminfiltration durch eine verstarkte Riickresorption im
proximalen Tubulus kompensiert wird, wurde zundchst die Proteinausscheidung im Urin

gemessen. Die Proteinausscheidung im Urin stieg 20 Minuten nach Schadigung der
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endothelialen Glykokalyx an. Die Bestimmung der Gesamtproteinausscheidung im Urin gilt als
ein unspezifisches diagnostisches Verfahren um festzustellen, ob eine Proteinurie vorliegt, da
die Gesamtproteinausscheidung im Urin keinen Hinweis auf die Art der vorliegenden
Proteinform gibt. Deshalb sollte geklart werden, ob es sich bei der vorliegenden Proteinurie
um eine Albuminurie handelt oder ob die gestiegene Proteinausscheidung im Urin durch
andere Proteine bedingt wurde.

Des Weiteren legen Daten in der Literatur nahe, dass sogenannte major urinary proteins
(mups) vor allem bei Nagetieren physiologischerweise im Urin aufzufinden sind und bei der
Bestimmung der Gesamtproteinausscheidung eingeschlossen sind. Mups, auch als oau-
Globuline bekannt, werden in der Leber synthetisiert und Gber den Urin ausgeschieden. Sie
binden Pheromone und dienen der sozialen und sexuellen Interaktion der Nagetiere
(Cavaggioni und Mucignat-Caretta 2000; Kress 2005). Um die Proteine im Urin genauer
differenzieren zu kénnen, wurden sie mit Hilfe der SDS-Page-Gelelektrophorese nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt.

Mit Hilfe der SDS-Page-Gelelektrophorese und der Quantifizierung der Albuminkonzentration
mittels ELISA konnte dargestellt werden, dass die Alouminkonzentration der Urinproben nach
Verabreichung des Enzyms Hyaluronidase im Vergleich zu den basal gemessenen Werten
anstieg. Diese Daten zeigen, dass die erhéhte Albuminfiltration nicht durch eine verstarkte
Ruckresorption im proximalen Tubulus kompensiert werden konnte.

Dies legt nahe, dass die endotheliale Glykokalyx eine essentielle Rolle in der Integritat der
glomeruldren Filtrationsbarriere spielt und eine Schadigung dieser Schicht die Permeabilitat

der Filtrationsbarriere fur Albumin erhoht.

5.4 Korrelation zwischen einer klinisch manifesten Proteinurie und der
Dichte der endothelialen Glykokalyx

Die aufgrund der bisherigen Ergebnisse aufgestellte Hypothese, dass eine Schadigung der
endothelialen Glykokalyx zu einer klinisch manifesten Proteinurie fiihrt, wurde mit Hilfe von
Munich Wistar Froemter Ratten iberprift. Laut Literaturangaben entwickeln mannliche Tiere
dieses Stammes mit zunehmendem Alter eine Proteinurie (Hackbarth et al. 1991; Remuzzi et
al. 1988). Dies wurde liberprift, indem von mannlichen MWF Ratten Uber den Zeitraum eines
Jahres Urinproben gesammelt und der Protein-Osmolaritatsquotient bestimmt wurde. Dieser
stieg mit fortschreitendem Lebensalter linear an und zeigt, dass sich diese Tiere fir das

pathologische Untersuchungsmodell der Proteinurie eignen.
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Um die Hypothese zu priifen, dass die Struktur und Funktion der endothelialen Glykokalyx fir
die Entwicklung einer Proteinurie mit zunehmendem Alter ursachlich ist, wurde die Dichte der
endothelialen Glykokalyx tiber den Zeitraum eines Jahres gemessen und in Korrelation zu der
Gesamtproteinausscheidung im Urin gesetzt. Mit abnehmender Dichte der endothelialen
Glykokalyx nahm die Proteinausscheidung zu und belegte die Hypothese einer bestehenden
Korrelation zwischen der Dichte der endothelialen Glykokalyx und der Proteinausscheidung im
Urin. Eine Proteinurie ist unter anderem ein Symptom chronischer Nierenerkrankungen.
Chronische Nierenerkrankungen wiederum gelten als Risikofaktor fir das Auftreten von
kardiovaskuldren Erkrankungen, die eine hohe Mortalitdtsrate aufweisen (Keith et al. 2004).
Um das Risiko eines progressiven Verlaufs der chronischen Nierenerkrankung und vor allem
des Auftretens von kardiovaskularen Ereignissen zu reduzieren, ist es wichtig, die Proteinurie
friihzeitig zu erkennen und zu therapieren, um die Erhaltung der Nierenfunktion zu
gewahrleisten. Ein Hauptaugenmerk sollte hierbei auf die Protektion bzw. den Wiederaufbau
der endothelialen Glykokalyx gelegt werden, da sie wie oben beschrieben eine essentielle Rolle

bei der Entwicklung einer Proteinurie spielt.

5.5 Auswirkungen eines Hypertonus auf die Funktion der glomeruldren
Filtrationsbarriere

Der Hypertonus wird seit geraumer Zeit zu den wesentlichen Faktoren gezahlt, die fur das
Fortschreiten einer Niereninsuffizienz verantwortlich sind (Tozawa et al. 2003). Eine arterielle
Hypertonie kann urséachlich fir eine Niereninsuffizienz sein ((Tozawa et al. 2003; Ridao et al.
2001; Klag et al. 1996). AuBerdem wird sie auch als Begleiterscheinung von chronischen
Nierenerkrankungen gesehen, die deren Progression beschleunigen kann (Ridao et al. 2001).
Daten in der Literatur legen nahe, dass Angll sowohl den Blutdruck als auch den
Siebkoeffizienten fur Albumin erhéht (SchieBl 2014). In der vorliegenden Arbeit sollte geklart
werden, ob ein Zusammenhang zwischen der erhohten Durchlassigkeit fiir Albumin und der
Struktur der endothelialen Glykokalyx besteht. Des Weiteren sollte beurteilt werden, ob der
Verlust der Integritat des glomeruldren Filters ein hamodynamisches Phanomen ist, oder ob
die erhohte Albuminfiltration nach Angll-Infusion alleinig durch den AT1-Rezeptor vermittelt
wird.

Um zu Uberpriifen, ob der proximale Tubulus die erhéhte Albuminfiltration nach Angll-Infusion
durch eine verstarkte Rickresorption kompensieren kann, wurde die Protein- und
Albuminausscheidung im Urin gemessen. Sowohl das Gesamtprotein im Urin als auch die

Albuminausscheidung stiegen nach Angll-Infusion im Vergleich zu den Basalwerten an. Diese
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Daten zeigen, dass die erhohte Albuminfiltration nicht durch eine verstarkte Riickresorption im
proximalen Tubulus kompensiert werden konnte und die Proteinurie nach einem durch Angll
erhohten Blutdruck durch Albumin bedingt ist.

Der Siebkoeffizient fiir Albumin stellt ein MaR fiir die Permeabilitdit der glomeruldren
Filtrationsbarriere dar. Deshalb stellte sich die Frage, inwieweit ein durch Angll erhohter
Blutdruck einen Effekt auf die endotheliale Glykokalyx, die erste Komponente des
glomeruldren Filters hat und, ob die erhéhte Durchldssigkeit flir Albumin aus einer Schadigung
der endothelialen Glykokalyx resultiert. Nach akuter Angll-Infusion nahm die Dichte der
endothelialen Glykokalyx ab. Die Anderungen der Dichte der endothelialen Glykokalyx
korrelierten dabei nicht mit der Héhe des Blutdruckanstiegs. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
die endotheliale Glykokalyx per se durch einen durch Angll erhéhten Blutdruck beeinflusst
wird, eine weitere Erhéhung des Blutdrucks jedoch keine weiteren Verdnderungen nach sich
zieht. Des Weiteren verdeutlicht dies noch einmal die essentielle Rolle der endothelialen

Glykokalyx fiir die Integritat der glomerularen Filtrationsbarriere.

Um zu beurteilen, ob die Abnahme der Dichte der endothelialen Glykokalyx bei Angll-Infusion
hamodynamische Ursachen hat, wurde der Blutdruck bei Tieren einer weiteren
Versuchsgruppe durch Noradrenalin erhdht. In der vorliegenden Arbeit sollten die
Auswirkungen einer akuten Noradrenalin-Infusion auf die Funktion der glomeruldren
Filtrationsbarriere untersucht werden. Hierzu wurde zunachst der Siebkoeffizient fiir Albumin
bestimmt. Nach einer 20-minitigen Noradrenalin-Infusion stieg der Siebkoeffizient fiir
Albumin signifikant im Vergleich zu den basal gemessenen Werten an. Dies zeigt, dass sowohl
nach einer Blutdruckerhéhung durch Angll als auch durch Noradrenalin die Filtrationsbarriere
permeabler fir Albumin wird. Sowohl die Gesamtproteinausscheidung als auch die
Albuminausscheidung im Urin waren ebenfalls erhéht. Die erhdhte Albuminfiltration konnte
also nicht durch eine verstarkte Riickresorption des proximalen Tubulus kompensiert werden.
Die Dichte der endothelialen Glykokalyx war nach Noradrenalin-Infusion, wie auch nach Angll-
Infusion, erniedrigt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sowohl Angll als auch Noradrenalin die
glomeruldre Filtrationsbarriere beeinflussen. Sowohl nach Angll- als auch nach Noradrenalin-
Infusion stieg die Durchlassigkeit des glomeruldren Filters fir Aloumin derart an, dass diese
nicht durch eine verstarkte Rickresorption im proximalen Tubulus kompensiert werden
konnte. Da beide vasokonstriktorisch wirkenden Substanzen eine verringerte Dichte der
endothelialen Glykokalyx zur Folge haben, ist davon auszugehen, dass die endotheliale

Glykokalyx durch hdmodynamische Prozesse beeinflusst wird. Dies legt nahe, dass der Verlust
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der glomerularen Filtrationsbarriere unter anderem durch die verringerte Dichte der
endothelialen Glykokalyx bedingt ist. Um diese klinisch relevanten Folgen eines erhohten
Blutdrucks auf die endotheliale Glykokalyx und damit die Integritdt der glomerularen

Filtrationsbarriere zu verhindern, sollte ein Hypertonus entsprechend therapiert werden.

5.6 Beeinflussung der verschiedenen Bestandteile der endothelialen
Glykokalyx durch Hyaluronidase, Angiotensin Il und Noradrenalin

Nach Injektion von Hyaluronidase, einer Substanz, die nachweislich die Struktur der
endothelialen Glykokalyx schadigt, stieg der Siebkoeffizient fiir Aloumin, der ein Mal$ fiir die
Permeabilitat der glomeruldren Filtrationsbarriere ist, an. Dies verdeutlicht die essentielle
Rolle der endothelialen Glykokalyx fiir die Integritat der glomeruldren Filtrationsbarriere. Auch
nach Angll- und Noradrenalin-Infusion nahmen die Integritdt des glomeruldren Filters und die
Dichte der endothelialen Glykokalyx ab. Um die Auswirkungen von Hyaluronidase, Angll und
Noradrenalin auf die Struktur der endothelialen Glykokalyx besser verstehen zu kdnnen,
wurden die einzelnen Bestandteile der endothelialen Glykokalyx genauer analysiert. Es wurden
drei verschiedene Bestandteile der endothelialen Glykokalyx untersucht: Syndekanl,
Heparansulfat und Hyaluronidase. Syndekanl ist als transmembranar verankertes
Proteoglykan maRgeblich fiir die Bildung des Fundaments der endothelialen Glykokalyx
verantwortlich. An dieses Fundament binden Glykosaminoglykane und bilden dadurch das
Grundgerust dieser Schicht (Pries et al. 2000). Heparansulfat stellt die Hauptfraktion der an die
Proteoglykane angelagerten Glykosaminoglykane dar und wurde deshalb gezielt untersucht.
Hyaluronsaure ist das einzige Glykosaminoglykan der endothelialen Glykokalyx, das nicht liber
ein Proteoglykan, sondern liber den CD44 Rezeptor an der Zellmembran gebunden ist (Reitsma
et al. 2007). So wurden drei Bestandteile der endothelialen Glykokalyx, die unterschiedlichen
Einfluss auf deren Struktur haben, gemessen. Die Konzentration von Syndekanl stieg sowohl
im Urin als auch im Plasma nach Gabe von Hyaluronidase, Angll und Noradrenalin. Diese
Ergebnisse zeigen, dass nicht nur das die Glykokalyx schadigende Enzym Hyaluronidase,
sondern auch die hdmodynamisch wirkenden Substanzen Einfluss auf das Fundament der
endothelialen Glykokalyx haben. Da die Konzentration von Syndekanl im Urin und Plasma
zunahm, wurde offensichtlich die Struktur der endothelialen Glykokalyx geschadigt und ihr
Fundament abgetragen. Die Messergebnisse fiir Heparansulfat verhielten sich ahnlich. Auch
hier kann man davon ausgehen, dass Heparansulfat aus dem Grundgerist der endothelialen
Glykokalyx abgetragen wurde. Sowohl die Urin- als auch die Plasmakonzentration der

Hyaluronsdure anderten sich nach Angll-Infusion nicht. Angll hat also keinen messbaren
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Einfluss auf die Hyaluronsaure in der Struktur der endothelialen Glykokalyx. Die Konzentration
von Hyaluronsaure sank sowohl im Urin als auch im Plasma signifikant nach Zugabe der
Hyaluronidase und Noradrenalin-Infusion. Hier stellte sich die Frage, wo die Hyaluronsaure
verblieben ist, wenn die Konzentration im Vergleich zu den basalen Werten gesunken ist. Die
Hypothese, dass bei einer Schadigung der endothelialen Glykokalyx eine vermehrte
Anlagerung der Hyaluronsdure an die Endothelzellen erfolgt, wurde bereits in der Literatur
beschrieben (Gouverneur et al. 2006). Versuche an isolierten Femoralarterien zeigten, dass
nach Gabe der Hyaluronidase die fluss-induzierte Produktion von NO abgeschwacht war. Diese
reduzierte Fahigkeit des vaskularen Endothels zu Umwandlung von biomechanischen Kraften
in biochemische Signale zeigt, dass Hyaluronsdure eine groRe Rolle in der
Mechanotransduktion der Endothelzellen spielt (Mochizuki et al. 2003). In vivo Experimente
zeigten, dass nach einer Erhéhung des Hyaluronsdure-Plasmaspiegels das Eindringen von
Dextran in die endotheliale Glykokalyx erhéht war (Henry und Duling 1999). Ein Verlust der
Hyaluronsdure zog einen erhéhten transkapilldren Fluss und eine Permeabilitatserh6hung fir
Plasmaproteine nach sich (van den Berg et al. 2003). Dies zeigt, dass die Verbindung der
Hyaluronsdure mit endothelialen Proteoglykanen essentiell fir die Permeabilitdit der
Barrierefunktion ist. Im Jahr 2006 veroffentlichten Vink und sein Team eine Studie, in der
nachgewiesen wurde, dass ,Shear Stress” die Inkorporation und auch die Synthese der
Hyaluronsaure stimuliert. Sie vermuten, dass Hyaluronsdure in der endothelialen Glykokalyx zu
einer optimalen Funktion des Endothels beitragt und dieses schiitzt (Gouverneur et al. 2006).
Eine mogliche Erklarung flr die gemessenen Ergebnisse ist, dass das abgetragene Grundgerist
der endothelialen Glykokalyx fiir die Endothelzellen ein Stimulus ist, Hyaluronsaure sowohl
Uber das ,,Hyaluronic acid binding protein“ zu binden als auch Hyaluronsaure zu synthetisieren,
um das Endothel zu schiitzen und dessen Funktionsfahigkeit zu bewahren. Diese Vermutung ist

in Abbildung 39 schematisch veranschaulicht.
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Abbildung 39: Mogliche strukturelle Anderung der endothelialen Glykokalyx nach ihrer
Schadigung: Durch das Abtragen des Grundgerists der endothelialen Glykokalyx werden die
Endothelzellen stimuliert mehr Hyaluronsaure zu binden, um das Endothel zu schiitzen.

5.7 Untersuchung der endothelialen Glykokalyx in vitro

Die Experimente haben gezeigt, dass eine akute Schadigung proximaler Tubuluszellen eine
erhohte Albuminfiltration Uber die glomeruldre Filtrationsbarriere zur Folge hat. Dieses
Ergebnis legt nahe, dass eine Kommunikation zwischen dem tubuldren System und dem
glomeruldren Filter vorliegt, die die Permeabilitdt der Filtrationsbarriere beeinflussen kann.
Wie bereits beschrieben, wire eine stromabwarts vermittelte Kommunikation Uber die
osmosensorischen Macula-densa Zellen vorstellbar, die (iber einen Feedbackmechanismus die
Funktion der glomeruldren Filtrationsbarriere beeinflussen kdnnten. Macula-densa Zellen sind
Teil des juxtaglomeruldaren Apparates der Niere. Sie sind Zellen des geraden Teils des distalen
Tubulus und liegen dem Vas afferens des zugehérigen Glomerulum unmittelbar an. Der tubulo-

glomeruldre Feedback, der die Filtration einzelner Nephrone der Niere reguliert, basiert auf
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der osmosensorischen Eigenschaft der Macula-densa Zellen. In der vorliegenden Arbeit sollte
die Hypothese gepriift werden, dass Macula-densa Zellen moglicherweise Substanzen aus dem
abgeschilferten Material, das durch eine akute Zellschadigung im proximalen Tubulus entsteht,
detektieren und anschlieRend selbst Substanzen freisetzen, die die Integritdt der glomeruldren
Filtrationsbarriere beeinflussen. Da noch keine Substanzen ndher definiert wurden, die durch
eine laserinduzierte Schadigung von proximalen Tubuluszellen freigesetzt werden, wurde der
Fokus zunachst auf den zweiten Teil der Hypothese gelegt und mogliche Substanzen gesucht,
die eine tubulo-glomeruldre Kommunikation vermitteln und die Filtrationsbarriere
beeinflussen kdnnen. Da die Macula-densa Zellen keine morphologische Kopplung an
Muskelzellen oder Mesangialzellen aufweisen, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Distanz
zwischen den Macula-densa Zellen und der glomeruldren Filtrationsbarriere durch parakrine
Faktoren Uberbrickt werden muss (Schnermann und Castrop 2006). Sowohl ATP als auch NO
werden im juxtaglomeruldren Apparat synthetisiert und besitzen vasoaktive Eigenschaften.
Adenosin entsteht durch Dephosphorylierung des ATPs. Diese drei Substanzen werden in der
vorliegenden Arbeit ndher untersucht. Da der Verlust der Integritdt der glomeruldren
Filtrationsbarriere nach Schadigung von proximalen Tubuluszellen mit einem Verlust der
Dichte der endothelialen Glykokalyx einherging, sollten zunachst ihre direkten Auswirkungen
auf die endotheliale Glykokalyx untersucht werden. Die drei Substanzen wurden den
kultivierten Endothelzellen hinzugefiigt.  Als  Stickstoffmonooxid-Donor  wurde
Natriumnitroprussid (SNP) verwendet. AnschlieRend wurde die Dichte der endothelialen
Glykokalyx vermessen und mit den Daten der Negativkontrolle verglichen. Die Dichte der
endothelialen Glykokalyx stieg sowohl nach einer Inkubation mit ATP als auch nach Adenosin-
Inkubation signifikant an. Nach Zugabe von SNP blieb die Dichte der endothelialen Glykokalyx
der kultivierten Zellen dagegen unverdndert. Zwischen einer einstiindigen und einer 16-
stindigen Inkubationszeit war kein Unterschied messbar. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
die endotheliale Glykokalyx sowohl durch ATP also auch durch Adenosin beeinflussbar ist und
nach deren Einwirkung eine gesteigerte Dichte aufweist. Da nach einer akuten Schadigung der
proximalen Tubuluszellen die Dichte der endothelialen Glykokalyx signifikant abnahm, spielen
fur die durch eine tubulo-glomerulare Kommunikation vermittelte Anderung der endothelialen
Glykokalyx wahrscheinlich andere Faktoren als ATP und Adenosin eine Rolle, da diese eine

Zunahme der Dichte der endothelialen Glykokalyx zur Folge hatten.
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6 Zusammenfassung

Ein Kennzeichen vieler Nierenerkrankungen unterschiedlichen Ursprungs ist die Albuminurie.
Zu einer pathologisch erhohten EiweilRausscheidung im Urin kann es zum einen durch einen
Verlust der Integritdt der glomeruldren Filtrationsbarriere und zum anderen durch eine
reduzierte Fahigkeit des proximalen Tubulus zur Reabsorption kommen. Ein klinisch relevantes
Beispiel flir eine reduzierte tubuldre Reabsorptionsfahigkeit ist die akute Tubulusnekrose.
Typische Symptome der akuten Tubulusnekrose sind Albuminurie und eine reduzierte
glomerulare Filtrationsrate. Diese Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate legt nahe, dass
Schaden im tubuldren System die Funktion der Filtrationsbarriere modulieren. Deshalb sollte
die vorliegende Arbeit die Hypothese klaren, dass Schaden im tubuldren System zu einer
erhohten Albuminfiltration fiihren. Mit Hilfe der intravitalen Multiphotonenmikroskopie
konnte gezeigt werden, dass 20 Minuten nach Ablation einzelner Tubulusepithelzellen der
Siebkoeffizient fir Albumin anstieg. Somit flihren Schadigungen des tubuldren Systems zu
einer erhoéhten Albuminfiltration, die durch eine tubulo-glomeruldre Kommunikation
vermittelt wird. Da einem erhohten Siebkoeffizienten fiir Plasmaproteine unter anderem der
Verlust der Integritdt der glomeruldren Filtrationsbarriere zugrunde liegt, wurde als Nachstes
die endotheliale Glykokalyx, die erste Schicht der glomerularen Filtrationsbarriere, untersucht.
Die Dichte der endothelialen Glykokalyx nahm nach einer laserinduzierten akuten
Tubulusnekrose ab.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, sowohl die Mechanismen einer tubulo-glomeruldren
Kommunikation als auch die Bedeutung der endothelialen Glykokalyx fiir die glomerulare
Filtrationsbarriere zu klaren.

Um zundchst die Bedeutung der endotheliale Glykokalyx fiir die glomerulare Filtrationsbarriere
zu klaren, wurde diese durch Gabe von Hyaluronidase geschadigt. Nach Enzymgabe stieg der
Siebkoeffizient flr Albumin an. Dieser Befund zeigt deutlich den Einfluss der endothelialen
Glykokalyx auf den Siebkoeffizienten fiir Albumin.

Die aufgrund der bisherigen Ergebnisse aufgestellte Hypothese, dass eine Schadigung der
endothelialen Glykokalyx zu einer klinisch manifesten Proteinurie fiihrt, wurde mit Hilfe von
Munich Wistar Froemter Ratten Uberprift. Tiere dieses Stammes werden mit zunehmendem
Alter proteinurisch. Mit fortschreitendem Alter der Tiere konnte ein Verlust der Dichte der
endothelialen Glykokalyx sowie eine erhohte Proteinausscheidung im Urin nachgewiesen
werden, was die Hypothese einer Korrelation zwischen der Dichte der endothelialen

Glykokalyx und der Proteinausscheidung im Urin bestatigt.
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Angiotensin Il ist ein klassisches pro-proteinurisches Agens.

Deshalb sollte geklart werden, ob Angll einen Effekt auf die endotheliale Glykokalyx hat und
dadurch zu einer erhdhten glomeruldren Filtration von Albumin fiihrt. Nach Angll-Infusion
nahm die Dichte der endothelialen Glykokalyx ab, wahrend die Albuminausscheidung im Urin
anstieg.

Um zu beurteilen, ob der Abfall der Dichte der endotheliale Glykokalyx bei Angll-Infusion eine
hamodynamische Ursache hat, wurde der Blutdruck analog bei Tieren einer weiteren
Versuchsgruppe durch Noradrenalin erhdht. Der Siebkoeffizient fur Albumin stieg nach
Noradrenalin-Infusion an und auch die Albuminausscheidung im Urin war erhéht. Ahnlich wie
nach einer Angll-Infusion war die Dichte der endotheliale Glykokalyx auch nach Noradrenalin-
Infusion erniedrigt. Daher ist davon auszugehen, dass die endotheliale Glykokalyx durch

hdamodynamische Prozesse beeinflusst wird.

Diese Daten sprechen fiir eine kardinale Bedeutung der glomeruldren Glykokalyx fir die

funktionelle Integritat der glomerularen Filtrationsbarriere.
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7 Summary

Title: The endothelial glycocalyx as an essential component of the glomerular filtration

barrier: An intravital multiphoton microscopy study

Albuminuria is a hallmark of kidney disease of various etiologies. Acute lesions of the renal
tubular system (acute tubular necrosis) are frequently accompanied by albuminuria, which is
considered to be the consequence of a compromised tubular reabsorptive function. Net
urinary albumin excretion, however, is determined by glomerular albumin filtration and
subsequent tubular reabsorption. The hypothesis was that a tubular-glomerular crosstalk may
lead to an increased filtration of albumin in situations of insults to the tubular system, and,
consequently contribute to the development of albuminuria. Intravital multiphoton
microscopy was used to determine the glomerular sieving coefficient (GSC) of albumin after
the loss of single cells of the proximal tubule in an otherwise healthy kidney. Single tubular
cells were ablated by focused laser exposure to imitate acute tubular necrosis. Within 20
minutes after laser ablation of a few proximal tubular cells, the GSC of albumin of the affected
nephron increased rapidly, whereas the GSC of albumin of neighboring nephrons remained
unchanged. In parallel to the albumin leakiness of the glomeruli of the affected nephrons, the
density of the glomerular endothelial glycocalyx declined after tubular lesions.

The aim of this work was to address the mechanism of this tubulo-glomerular communication
and to determine the role of the endothelial glycocalyx in the function of the glomerular
filtration barrier.

For this purpose, the endothelial glycocalyx was damaged by the administration of
hyaluronidase. After injecting the enzyme, the GSC of albumin increased, which shows the
relevancy of the endothelial glycocalyx for the glomerular sieving coefficient. To test the
hypothesis that a damaged endothelial glycocalyx is linked to a clinically manifest proteinuria,
Munich Wistar Froemter rats were used. Animals of this strain are known to become
proteinuric with increasing age. With advancing age of the animals, the density of the
glomerular endothelial glycocalyx declined and the urinary protein excretion increased, which
confirmed the hypothesis of a correlation between the density of the endothelial glycocalyx
and the urinary protein excretion. In a control group of Wistar rats, which do not become
proteinuric with increasing age, no changes of the endothelial glycocalyx were detected.
Hypertension leads to changes of the glomerular filtration barrier and is frequently linked with
albuminuria. The literature suggests that Angll raises the blood pressure as well as the sieving
coefficient of albumin. Therefore, the aim of the present thesis was to determine the effects of
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Angll on the endothelial glycocalyx. After Angll-infusion, the density of the endothelial
glycocalyx decreased, while the albumin concentration in the urine increased. Changes of the
density of the endothelial glycocalyx did not correlate with blood pressure increases. In order
to address whether the decline of the density of the endothelial glycocalyx during Angll was
caused by hemodynamic effects, an additional group of animals was infused with
noradrenalin. Similarly to what was observed after Angll-infusion the density of the endothelial
glycocalyx declined after noradrenalin-infusion, suggesting that hemodynamic effects

compromised the integrity of the endothelial glycocalyx.

In summary, clinically relevant events, such as acute tubular necrosis and hypertension affect
the filtration of albumin by modifying the endothelial glycocalyx, suggesting that the
endothelial glycocalyx is crucial for the maintenance of the integrity of the glomerular filtration

barrier.
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Abbildung 39: Mégliche strukturelle Anderung der endothelialen Glykokalyx nach ihrer
Schadigung 75

9.2 Abkiirzungsverzeichnis

ADO Adenosin

Angll Angiotensin Il

ANP atriales natriuretisches Peptid

ATP Adenosintriphosphat

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

cr Chlorid

CO; Kohlenstoffdioxid

d Tag

DNA Desoxyribonukleinsdure

ECM endothelial cell medium

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
ESL Endothelial Surface Layer

et al. und andere

FBS Fetal Bovine Serum

GFR Glomerular Filtration Rate

Golf Olfaktorisches G-Protein

GSC Glomerular sieving coefficient

h Stunde

HPSE1 Heparanasel

HRGEC human renal glomerular endothelial cells
ICAM1 interzelluldres Zelladhdsionsmolekdill
lgG Immunglobulin G

i. V. intravends

kg Kilogramm

KGW Korpergewicht

I Liter

LSM Laser Scanning Microscope

LY Lucifer yellow

mg Milligramm
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ml Milliliter

min Minute

mmHg Millimeter-Quecksilbersaule

mup major urinary protein

MWF Munich Wistar Froemter

NacCl Natriumchlorid

nl Nanoliter

NO Stickstoffmonoxid

n.s. nicht signifikant

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
ru relative units

SDS-Page Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis

snGFR Single nephron glomerular filtration rate
SNP Sodium nitroprusside

TGF Tubulo-glomerularer Feedbackmechanismus
TNF-a Tumornekrosefaktor a

Vol% Volumenprozent

ug Mikrogramm

pl Mikroliter

pm Mikrometer

% Prozent

9.3 Kongressbeitrage

Auszlige aus der vorliegenden Arbeit wurden auf folgenden Kongressen prasentiert:

-Europhysiology 2018, London, 14.-16.September 2018

Poster: Acute renal tubular lesions compromise the function of the glomerular filtration

barrier: A multiphoton microscopy study

—>Posterpreis

91



Anhang

-10.Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Nephrologie, Berlin, 27.-30. September 2018
Poster: Beeintrachtigung der Integritdt der glomeruldren Filtrationsbarriere nach akuter

Schadigung von Tubulusepithelzellen: eine Multiphotonenmikroskopiestudie

—>Posterpreis der DGfN

92



Danksagung

10 Danksagung

Mein erster Dank gilt Herrn Prof. Dr. Hayo Castrop flir die Vergabe dieses interessanten
Themas und die wissenschaftliche Betreuung. Ich danke ihm fir das Vertrauen in meine
selbststdandige Arbeit und dafiir, dass er es mir ermoglicht hat einen Teil meiner Ergebnisse auf
zwei Kongressen vorzustellen.

Ich danke Herrn Prof. Dr. Ridiger Wanke fiir die Ubernahme meiner Dissertation an der
Tierarztlichen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen und seine Unterstltzung
und anregende Kritik bei der Fertigstellung dieser Arbeit.

Ein herzlicher Dank gilt Herrn Uwe De Vries und Frau Dr. Anna-Lena Forst fiir die Einflihrung
am LSM710 und ihre Hilfe und Unterstiitzung bei allen auftretenden Fragen und Problemen.
Herrn Bernhard Gess danke ich fir die gute Zusammenarbeit und Mithilfe bei der
Proteinquantifizierung, sein Engagement bei der Durchfiihrung der Gelelektrophoresen und
seine Arbeit in der Zellkultur.

Frau Katharina Fremter danke ich fiir die Betreuung meiner Versuchsmause und die
Einarbeitung in die immunhistochemischen Methoden.

Vielen Dank auch an die Mitarbeiter des Instituts fir Physiologie, die zwar nicht direkt an
meiner Doktorarbeit beteiligt waren, jedoch mit guten Hinweisen und aufmunternden Worten
bei Rickschlagen zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben. Vielen Dank Frau
Dr.Katharina Gerl, Frau Michaela Fuchs, Herr Dr. Thomas Neder und ganz besonders Frau Julia
Schrankl flir Eure konstruktiven Vorschlage und die schone Zeit auf den Kongressen.

AuBerdem mochte ich mich bei meiner Mitdoktorandin Vera Ziegler fir die freundschaftliche
Zusammenarbeit und die lustigen Stunden im Biiro bedanken.

Besonders bedanken mdchte ich bei meiner Mitdoktorandin und mittlerweile sehr guten
Freundin Frau Maj-Kristina Hellmuth fiir ihre Unterstiitzung sowohl in fachlichen als auch
privaten Angelegenheiten.

Mein grofSter Dank gilt meiner Familie, vor allem meinen Eltern, Simone und Werner, die mich
mein ganzes Leben lang unterstiitzt haben und fiir mich da waren. Ohne euch ware das alles
nicht moglich gewesen!

Meinem Freund Florian Axt danke ich herzlich fiir seine Liebe, seine Unterstiitzung und seinen

moralischen Beistand.

93



