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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Das Steroidhormon Aldosteron

1.1.1 Allgemein

Aldosteron hat als primar endokrin wirkendes Nebennierenrindenhormon eine
zentrale Rolle in der Regulation des Elektrolythaushalts, des extrazelluldren
Volumens sowie des Blutdrucks und der Harnkonzentrierung. Es wird in der Zona
glomerulosa der Nebennierenrinde tiiber eine Reihe von Vorstufen mittels
Enzymen aus der Cytochrom-Psso-Familie synthetisiert (siehe Abbildung 1). Als
Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems wird es durch die Stimulation des
Angiotensin II, ebenso wie aufgrund hoher Serum-Kalium Werte und als Wirkung
des adrenokortikotropen Hormons des Hypophysenvorderlappens (ACTH), in die
Blutbahn freigegeben [1, 2]. Von dort gelangt es zu den Zielzellen, welche
hauptsachlich in den Nieren, dem Herzen und in den Gefifdwianden liegen, aber
auch im Dickdarm, den Speichel- und den Schweif3driisen vorkommen [1] und

entfaltet seine Wirkungen durch die Bindung an den Mineralkortikoidrezeptor.

Aldosteron Kortikosteron 11-Deoxykortikosteron
(DOCA)

Abbildung 1: Aldosteronsynthese aus Cholesterin in der Nebennierenrinde. 1: 20,22-
Desmolase (CYP11A1), 2: 3[-Hydroxysteroid-Dehydrogenase sowie A4,5-losomerase, 3: 21-
Hydroxylase (CYP21), 4: 11(B-Hydroxylase (CYP17), 5: 18-Hydroxylase sowie 18-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase (Aldosteron-Synthase, CYP11B2). Zeichnung mit Microstoft®
Paint erstellt. Strukturformeln aus gemeinfreier Quelle. Weitere Quellen siehe [1, 2].
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Es sind jedoch noch weitere, nicht den Elektrolythaushalt betreffende Wirkungen
von Aldosteron entdeckt worden. So ist inzwischen hinreichend an Tiermodellen
nachgewiesen worden, dass Aldosteron z.B. {ber proinflammatorische
Mechanismen unter anderem iiber die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) [3, 4] konzentrationsabhdngig zum fibrotischen Umbau ,remodeling” von
renalem und kardialem Gewebe fiihrt [5-8] und Schdaden am Gefafdsystem bewirkt
[9]. Dartiber hinaus liegen, wie im Weiteren besprochen, Hinweise auf potentiell
mutagene und genotoxische Effekte vor [10-13]. Diese Erkenntnisse haben bereits
in der tagtaglichen Kklinischen Anwendung Einzug gefunden und so konnte
nachweislich durch die Anwendung von Mineralkortikoidrezeptorantagonisten die
Mortalitdit z.B. von Herzinsuffizienzpatienten schon mit relativ geringen
Dosierungen (25mg/d Spironolakton p.o.) auf ein relatives Risiko von 0,7 bei
einem 95%-Konfidenzintervall von 0,60-0,82 im Vergleich zur Placebogruppe
gesenkt werden (RALES-Studie) [14]. Aufderdem hat sich die selektive
Mineralkortikoidrezeptorantagonisierung bereits bei der Behandlung der

chronischen Niereninsuffizienz bewahrt [15].

Diese eindeutigen Ergebnisse, sowie die weiteren beobachteten Effekte von
Aldosteron haben zu einem gesteigerten Interesse an der genauen Wirkungsweise
des Aldosterons, sowie an darauf beruhendem moéglichem weiteren
therapeutischen Nutzen der Aldosteronantagonisierung bei bekanntem

Hyperaldosteronismus gefiihrt.

1.1.2 Biochemische Wirkungsweise des Aldosteron-MR-Komplexes

Als Steroidrezeptor ist der Mineralkortikoidrezeptor genauso wie der
Glukokortikoidrezeptor der Klasse der ligandengesteuerten
Transkriptionsfaktoren  angehorig. Er hat dabei zwei verschiedene

Wirkmechanismen:

1. Von der DNA-Bindung abhdngiger Mechanismus (genomisch vermittelt):
Gemeinsam mit seinem Liganden, dem Mineralkortikoid, wandert der
Rezeptor-Ligand-Komplex von seiner urspriinglichen Position im Zytosol in

den Zellkern ein und bindet dort an spezifische Bindungsstellen in der DNA.
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Dort bewirkt er die Modifizierung der Expression der mRNA fiir
verschiedene Gene, unter anderem die Induktion der mRNA der Kinase
SGK-1 (Serum und glukokortikoidinduzierte Kinase-1) [16], welche iliber
weitere Zwischenschritte fiir die Natrium-retendierende Wirkung an den
distalen Tubuluszellen verantwortlich ist. Dieser Mechanismus bendtigt
aufgrund der noch erfolgenden Transkription und Translation mindestens
30 Minuten ab der Ligandenbindung bis zum Wirkungseintritt, und tber
ihn wird ein Grofsteil der rezeptorvermittelten Wirkungen des MR initiiert

[1, 16].

2. Von der DNA-Bindung unabhingiger Mechanismus (nicht-genomisch
vermittelt): Unabhdngig davon wirkt der Rezeptor-Ligand-Komplex
hochwahrscheinlich zusatzlich noch tber den klassischen Weg unter der
Nutzung von Second-Messenger-Systemen [17, 18]. Die genaue
Signalkaskade und insbesondere eine mogliche zusatzliche Position des
Rezeptors (eventuell an der Membran) vor der Ligandenbindung sind
jedoch noch nicht endgiiltig bekannt. Eindeutig ist aber, dass die
Vermittlung der nichtgenomischen Wirkungen deutlich schneller ablauft als
die genomischen, teilweise liegen diese unter einer Minute. Eben dieser
schnelle Wirkungseintritt ist liber den genomischen Mechanismus nicht

realisierbar [1].

Fiir die schadliche Wirkung des Aldosterons werden jeweils Effekte aus beiden
Signalwegen, dem genomisch vermittelten sowie dem nicht genomisch

vermittelten verantwortlich gemacht.

1.1.3 Hyperaldosteronismus und Hypertonie

Die Rolle des primaren Hyperaldosteronismus als Ursache einer fixierten
Hypertonie wurde lange unterschatzt [19]. Inzwischen ist mehrfach gezeigt
worden, dass zwischen 8 und 15% der an arteriellem Hypertonus leidenden

Patienten einen erhohten Aldosteron-zu-Renin-Quotienten im Serum aufweisen,
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und damit die Kriterien fiir den Hyperaldosteronismus erfiillen [20-22]. Aufgrund
der inzwischen hinlanglich bekannten hoheren Inzidenz von malignen
Tumorerkrankungen [23, 24], und dabei im speziellen des Nierenzellkarzinoms bei
Hypertoniepatienten, hat die weitere Erforschung der Ursache an Wichtigkeit
gewonnen. Gezeigt wurde bisher eine wichtige Rolle des Aldosterons in héheren
Konzentrationen bei der oxidativen Zellschidigung und somit méglicherweise
auch bei der Tumorentstehung in vitro [11, 13] und in vivo [19] im Rattenmodell.
Daneben werden auch weitere Ursachen der Kanzerogenese durch Aldosteron
vermutet, u.a. die induzierte  Hypertonie, die Induktion von
proliferationsstimulierende Faktoren [25] und auch durch das oft ebenfalls

erh6hte Angiotensin Il [12, 26].

Mit einer Vorstufe des Aldosterons und gleichzeitig potenten Agonisten am
Mineralkortikoidrezeptor 11-Deoxykortikosteron (DOCA) wurde auch auf der
mRNA-Ebene die Schadigung des Nierengewebes von Ratten durch erhohte
Plasma-DOCA-Konzentrationen mittels Nierenschadigungsmarkern (siehe unten)
nachgewiesen [10]. Dieser Nachweis steht fiir Aldosteron selbst noch aus und soll

unter etwas abgewandelten Bedingungen in dieser Arbeit erbracht werden.

1.1.4 Hyperaldosteronismus als Induktor in der Tumorgenese

Unter anderem wurde bisher schon mehrfach gezeigt, dass bei manifester
arterieller Hypertonie die Inzidenz fiir maligne Tumorerkrankungen erhoht ist [27,

28].

Bisher genannte Ergebnisse und weitere Untersuchungen legen die Vermutung
nahe, dass Aldosteron einen direkten genotoxischen Effekt auf die Nierenzellen
und weitere Zellen haben konnte. So sind in vitro bereits mehrere Mechanismen
der Induktion der oxidativen DNA-Schiadigung nachgewiesen worden, so z.B. die
Hochregulierung der Expression der NADPH-Oxidaseuntereinheiten, die
Forderung der Freisetzung der NO-Synthase und die Inhibition der NADP+*-
Reduktion iiber die Aktivititsverminderung der Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase [29].
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Es ist zudem, unter anderem tiber eine vergleichende Betrachtung der Caspase-3-
positiven Zellen, nachgewiesen worden, dass die gefundenen Effekte nicht auf die
Zytotoxizitat von Aldosteron, sondern auf dessen Genotoxizitdt zurilick zu fithren

sind [11].

Als deutlicher Hinweis auf das mutagene Potential von Aldosteron auf Nierenzellen
gilt die in vivo [10, 19] sowie in vitro [13] signifikant erhoht nachgewiesene
Bildung der Basenmodifikation 8-0x0-7,8-dihydro-2’-Deoxyguanosin (8-0xodG)
mittels Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS).
Diese Basenmutation hat das Potential, an der genomischen DNA punktuell das
Basenpaar G:C durch das Basenpaar A:T zu ersetzten. Einen erhohten Anteil des
Basenpaars A:T im Gesamtgenom wurde tiberdurchschnittlich haufig im Genom

von Tumoren gefunden und ist mit einer erhohten Tumorinzidenz assoziiert [30].

Wie bereits eingangs erwahnt, wurde auferdem auch eine proinflammatorische
Wirkung des Aldosterons nachgewiesen. Ausgeldst durch einen von DNA-Bindung
abhangigen Mechanismus, wurde hierfiir die Aktivierung des nukledren Faktors kB
(NF-xB) verantwortlich gemacht [13], welches zusatzlich Zur
proinflammatorischen Wirkung eine zentrale Rolle in der Transformation zur
Malignitdt und Tumorprogression hat [13, 31, 32]. Dabei hat moglicherweise
gerade das durch NF-kB bewirkte, gesteigerte Uberleben einer Zelle, bei
gleichzeitiger Kombination mit genomischer Schddigung der Zelle z.B. durch
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des
mutagenen Potentials von NF-kB, vorwiegend bei langer andauernder Aktivierung

von NF-xB [13].

Diese genannten Effekte sollten nur beispielhaft die genomschiadigende Wirkung
von Aldosteron aufzeigen. Eine Vielzahl weiterer Nachweise hierfiir wurde bereits
geliefert (u.a. Queisser et al. [19]) und nun sollte in dieser Arbeit, in Analogie zum
Vorversuch der mit DOCA [10] anstelle von Aldosteron behandelten Ratten, gezeigt
werden, welche Auswirkung das Aldosteron auf die Expression bereits

vorbekannter und untersuchter Nierenschadigungsmarker hat.

Hier ist es jedoch wichtig zu erwdhnen, dass zwei nicht unerhebliche Unterschiede

im vorher genannten Vorversuch mit DOCA zum Versuch mit Aldosteron bestehen.



EINLEITUNG

So weicht zum einen die Wirkung des DOCA als Vorstufe des Aldosterons mit
seiner deutlich direkteren Wirkung nicht unerheblich von der Wirkung des
Aldosterons als endgiiltigem Effektorhormon auf die Nierenzellen ab (siehe
Diskussion). Zum anderen wurden im DOCA-Versuch nur Tiere untersucht, die
bereits vor der eigentlichen Versuchsdurchfiihrung uninephrektomiert waren.
Somit war die verbleibende Niere, welche dadurch schon vor der
Versuchsdurchfiihrung kompensatorisch wuchs, durch die zusdtzliche hormonelle
Behandlung einer grofieren Belastung ausgesetzt. Durch diesen Versuchsaufbau
wurde das Ziel erreicht, einen vorliegenden Effekt durch die
Mineralkortikoidrezeptoraktivierung moglichst deutlich in Erscheinung treten zu

lassen.

Im hier als Folgeschritt durchgefiihrten Versuch mit Aldosteron war vorgesehen,
die Effekte unter realeren Bedingungen zu beobachten und zu untersuchen,
inwieweit auch bei nicht-uninephrektomierten Tieren das Effektorhormon
Aldosteron bereits eine schddliche Wirkung entfalten kann. Der erwartete
schadliche Effekt von Aldosteron war somit im Vergleich zu DOCA von vornherein
als Modell fiir den pathologisch vorkommenden Hyperaldosteronismus als

deutlich schwacher ausfallend vermutet worden.

1.2 Die Wahl der Behandlungsgruppen

In Analogie zu dem Versuch mit den mit DOCA [10] behandelten Ratten stand auch
in diesem Versuch der Vergleich einer mit Aldosteron behandelten Gruppe von
Tieren mit einer Gruppe von Tieren, die lediglich NaCl verabreicht bekamen, im
Mittelpunkt. Dazu wurde, ebenso wie im DOCA-Versuch, eine weitere Gruppe von
Tieren mit einer Kombination von Aldosteron und Spironolakton behandelt
(genaues Schema siehe Methoden). Dadurch gelingt es nachzuverfolgen, ob ein
eventueller Effekt von Aldosteron durch eine Intervention mit seinem
Antagonisten am Mineralkortikoidrezeptor (MR, hier Spironolakton) wieder
aufgehoben wird, und somit die Wirkung des Aldosterons spezifischer auf die

Aktivierung des MR zuriickgefiihrt werden kann. Eine weitere Behandlungsgruppe
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wurde mit Aldosteron bei gleichzeitiger Intervention mit Tempol behandelt.
Dessen Rolle als Sauerstoff-Radikalfanger und generellem Antioxidans in Zellen ist
hinreichend bekannt [33, 34]. Durch einen eventuell protektiven Effekt des
Tempols auf die Nierenzellen kdénnte somit nachgewiesen werden, dass freie
Radikale an der Schadigung durch Aldosteron beteiligt sind. Dadurch wiirde eine
weitere Genomschddigung durch die Aldosteronbehandlung wahrscheinlich. Eine
letzte Behandlungsgruppe bekam zusatzlich zum Aldosteron Hydralazin
verabreicht. Hydralazin ist ein Antihypertensivum, das seine blutdrucksenkende
Eigenschaft isoliert iiber seine relaxierende Wirkung auf die glatte Muskulatur der
Arterien und Arteriolen entfaltet [35] und somit keinen direkten,
rezeptorvermittelten Einfluss auf die Signaltransduktion der Nierentubuluszellen
hat. Hierdurch kann der Blutdruck effektiv gesenkt werden, ohne in den Wasser-
oder Elektrolythaushalt der Versuchstiere direkt eingreifen zu miissen. Das hat
den Vorteil, mogliche tber die Hypertonie an sich hervorgerufene Effekte
ausschliefen zu kénnen und wiirde im Fall einer Schiadigung des Nierengewebes
bei gleichzeitiger Behandlung mit Aldosteron und Hydralazin eindeutig auf eine
direkt schiadigende Wirkung des Aldosterons hinweisen und eine iiber den
Blutdruck vermittelte Wirkung, entgegen fritherer Vermutungen [25, 27],

unwahrscheinlich machen.

1.3 Die Wahl der zu untersuchenden Gene

Die in der klinischen Praxis bisher eingesetzten, auf der Grundlage der
berechneten glomeruldren Filtrationsrate sowie vor allem auf dem im
Routinelabor bestimmten Serumkreatinin basierenden diagnostischen Mittel, sind
zur sensitiven, spezifischen und vor allem raschen Diagnosestellung des akuten
Nierenversagens relativ unbefriedigend. Diese Situation hat zur Entwicklung und
Entdeckung einer Reihe neuartiger Nierenschadigungsmarker gefiihrt [36], welche
in Proteinform im Serum oder im Urin nachgewiesen werden kdnnen. Sie erlauben
eine sensitivere, spezifischere und schnellere Diagnostik von

Nierenzellschadigungen verschiedener Atiologien. Auch wenn die Klinisch-



EINLEITUNG

praktische Reife noch aussteht, so sind diese Marker in der Forschung bereits
langer Routine und aufgrund ihres diagnostischen Werts sind sie aus dem

Forschungsalltag nicht mehr wegzudenken [36, 37].

Die bereits beschriebenen Verdnderungen der Expression der mRNA in dem
Vorversuch mit DOCA-behandelten Tieren liefen die Untersuchung von
insbesondere vier verschiedenen Schadigungsmarkern fiir die hier durchgefiihrten
Versuche mit Aldosteron interessant werden. Sie sollen im Folgenden eingefiihrt

werden:

1.3.1 Kidney Injury Molecule-1

Das kidney injury molecule-1 ist ein beim Menschen (KIM-1), ebenso wie bei
Nagetieren (Kim-1), exprimiertes Zellmembran-Glykoprotein mit einer
Immunglobulin-dhnlichen, und einer Muzin-Untereinheit [36], deren Ektodomane
beim Menschen [38] und bei Nagetieren [39] nach proximal-tubuldrem Schaden in
vivo in den Urin abgegeben und auch in vitro [40] von geschadigten Zellen
exprimiert wird. Dabei zeigte sich, dass Kim-1 in vivo als diagnostischer Marker
schneller als andere bisher bekannte Biomarker ansteigt [38, 39]. Auch die
Sensitivitit und Spezifitit war im Vergleich zu bisher bekannten Markern
uniibertroffen [41]. Es wurde aufderdem auch gezeigt, dass die KIM-1 Expression
beim  Menschen in  Nierenbiopsiepraparaten @ mit einer erhohten
tubulointerstitiellen Fibrose und Inflammation korreliert [42]. Auch der direkte
Nachweis der erhohten mRNA-Expression in Nierengewebe ist bereits gelungen
[36], wodurch Kim-1 insgesamt ein idealer Untersuchungsparameter fiir die hier
durchgefiihrten Vergleiche der Behandlungsgruppen sein sollte. Ein zu
beachtender Aspekt bleibt die nur temporare Expression von Kim-1 im Verlauf der

Nierenschadigung [36].

1.3.2 Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin

Das neutrophile Gelatinase-assoziierte Lipocalin (NGAL) erhielt seinen Namen
aufgrund seiner erstmaligen Entdeckung in neutrophilen Granulozyten, in denen
es in Granula an Gelatinase gebunden vorlag [36]. NGAL kommt jedoch neben der

Niere noch in einer Vielzahl von vorwiegend epithelialen Geweben vor [43] und es
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wurde nachgewiesen, dass die Expression von NGAL allgemein bei
inflammatorischen Prozessen in epithelialen Geweben erhoht ist [44].
Nichtsdestotrotz hat sich NGAL durch die mehr als 10-fache Expression bei
ischamischem Nierenschaden im Mausmodell [45] als Schadigungsmarker fir
Nierenzellen etabliert. Auflerdem wurde bereits 3 Stunden nach einer Gabe von
Cisplatin ein Anstieg von NGAL im Urin und in im Nierengewebe von Mausen
nachgewiesen [46]. Diese Ergebnisse, sowie auch eine retrospektive Analyse bei
Patienten mit hamolytisch-urdmischem Syndrom [47] zeigen den hohen Nutzen
von NGAL als sensitivem Marker, jedoch auch seine beschrankte Aussagekraft fiir
die spezifische Gewebe- bzw. Nierenschadigung. Fir diese Arbeit ist er somit als
sensitiver Marker in Kombination mit den anderen zu untersuchenden Genen von

Bedeutung.

1.3.3 Osteopontin

Noch nicht als Nierenschadigungsmarker etabliert [36], aber dennoch in
zahlreichen Studien mit einer Vielzahl an nephrologischen Erkrankungen
assoziiert, ist Osteopontin (OPN). Der Name geht auf den Ort der stirksten
Expression, dem Knochengewebe, zuriick, wo es eine wichtige Rolle bei der
Regulation des physiologischen Knochenumbaus hat [48]. Osteopontin wird jedoch
auch in vielen weiteren Geweben synthetisiert, so auch in der Niere, wo ihm eine
Funktion als Inhibitor der Calciumoxalat-Steinbildung zugeschrieben wird [49].
Die Expression von Osteopontin ist somit in der Niere physiologisch. Eine
Uberexpression von Osteopontin ist in Biopsien renalen Gewebes jedoch mit einem
pathologisch-fibrotischen Umbau und einer erhoéhten Fibroblastenanzahl im
Interstitium assoziiert [50]. So wurden zB. bei der membrandsen
Glomerulonephritis, der Rasch-progredienten Glomerulonephritis (RPGN), der IgA
Glomerulonephritis sowie bei der diffus-proliferativen Glomeruonephritis erhéhte
Osteopontinexpressionen im betroffenen Nierengewebe nachgewiesen [51-53],
ebenso erhoht war die Expression in durch verschiedenste nephrotoxische
Substanzen (u.a. Cisplatin) geschddigtem Nierengewebe [48]. Weiterhin postuliert
Johnston et al. [54] dass dem Osteopontin bei der Tumorgenese, -migration, -

invasion und dem Tumorwachstum eine Rolle einnimmt und dass dessen



EINLEITUNG

Uberexpression in Tumorzellen hiufig mit einer schlechteren Prognose fiir
Tumorpatienten korreliere. Diese Entdeckungen und Untersuchungen machen,
neben dem bereits bekannten Nutzen aus der Analyse der DOCA-Ratten [10], die
Analyse der Osteopontinexpression als einen weiteren Indikator fiir die

Nierenschadigung fiir diese Arbeit interessant.

1.3.4 Tenascin-C

Auch Tenascin-C (TN-C) hat einige bedeutende Eigenschaften, die es fiir die
Untersuchung von Substanzen auf ihre onkogene Wirkung interessant macht. Als
ein Adhdsion-modulierendes Molekiil [55] der extrazellularen Matrix hat es eine
direkte Wirkung auf die Bindung von Fibronektin an die Zellmembran [56] und
beeinflusst dariiber die Migration von Zellen, den Gewebeumbau und auch die
Angiogenese [57]. Tenascin-C ist deshalb vorwiegend bei der Embryogenese in der
extrazellularen Matrix in hoherer Konzentration vorhanden. Aber auch bei
Wundheilungsvorgangen, fibrotischem Gewebeumbau, Entziindungen und nicht
zuletzt in Tumoren ist Tenascin-C in der extrazelluliren Matrix in erhohter
Konzentration zu finden [55, 58]. Unabhdngig davon wurde nachgewiesen, dass
hohe Plasma-Tenascin-C-Spiegel mit einer erhohten Mortalitit und
kardiovaskuldren = Erkrankungsrate @ bei  Patienten @ mit  chronischer
Niereninsuffizienz assoziiert ist [56]. Somit ist der Nachweis seiner
Uberexpression im behandelten Gewebe ein nicht zu verachtender Hinweis auf
einen mit Zellmigration und -proliferation einhergehenden Umbau des Gewebes,
und auch hier hat sich im Vorversuch in den mit DOCA behandelten Ratten bereits
ein Hinweis auf die Beeinflussung der Expression in Nierengeweben durch die
Behandlung ergeben, und nun soll auch hier die Wirkung mit der des Aldosterons

verglichen werden.
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ZIELSETZUNG

2 ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit war es, wie oben erwdhnt, den bereits nachgewiesenen
schadlichen Effekt der Vorstufe des MR-Agonisten Aldosteron, von DOCA auf die
Nierentubuluszellen, mit der natiirlichen Endstufe Aldosteron zu vergleichen, in
seiner Auspragung zu messen [10] und so ein mdéglicherweise onkogenes Potential
von Aldosteron in vivo nachzuweisen. Zur Beobachtung des Effekts wurde die
relative Expression der mRNA im Nierengewebe von vier bereits im Vorversuch
bewdhrten Zielgenen, welche auf die Schddigung von Nierentubuluszellen
hinweisen, mittels RTqPCR untersucht. Diese Zielgene sind das Kidney injury
molecule 1 (Kim-1), neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL),
Osteopontin (OPN) und Tenascin-C (TN-C). Die Vorstellung ist dabei, dass die
Niere, reaktiv auf die Exposition zur Noxe, in diesem Fall Aldosteron, die
Expression der Schadigungsmarkerproteine erhdéht, wodurch zwangsweise in
einer Vorstufe die dafiir codierende mRNA zuvor verstarkt exprimiert werden

muss und dann nachgewiesen wird.

Zum Nachweis kam dabei die inzwischen bewahrteste Methode fiir die
Quantifizierung von  mRNA-Expressionen, die Real-time quantitative
Polymerasekettenreaktion mit vorhergehender Transkription der mRNA in cDNA,

zur Anwendung,.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sollen dann in der Zusammenschau mit den
Ergebnissen weiterer Untersuchungen der in gleicher Weise behandelten Tiere mit
anderen Methoden, z.B. der Immunhistochemie, der Einzelzellgelelektrophorese
(comet assay), der y-H2AX-Analyse und weiteren Methoden [19] verglichen und
zusammengetragen werden, und eine gemeinsame Aussage iiber die Wirkung des
Aldosterons auf die Nierentubuluszellen in Ratten im Vergleich zur Wirkung von

DOCA getroffen werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Tierversuch

Eingesetzt wurden 45 mannliche Sprague-Dawley Ratten (RjHan:SD) (Janvier, Le
Genest-St-Isle, Frankreich), nuchal und subkutan implantierte osmotische
Minipumpen mit 2 ml Kapazitiat der Firma Alzet (Durect Corporation, Cupertina,
Canada) sowie das Blood Pressure Analysis System BP 2000 (Visitech Systems,

Apex, North Carolina, USA) zur noninvasiven caudalen Blutdruckmessung.

Chemikalien

0,9%ige NaCl-Losung (Frisenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) sowie Deltadex
40 Dextranlésung mit 1% Procain-HCI (AlleMan Pharma, Rimbach, Deutschland)
zur finalen Kreislaufperfusion der Tiere. Die im Tierversuch eingesetzten
Wirkstoffe Aldosteron, Tempol, Hydralazin und Spironolakton wurden von Sigma

Aldrich bezogen. Tierfutter (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland)

3.1.2 RNA-Isolierung

Hier kam das Qiagen Rneasy® Minikit 50 #74104 (Qiagen N.V. Hilden,
Deutschland) und zur RNA-Gehaltsbestimmung das Nanodrop™ 2000c UV-
Spektrometer (ThermoScientific, Rockford, USA) zum Einsatz.

Chemikalien

Mercaptoethanol, Chloroform und HCI Puffer pH 7,4 (T2663) von Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland). Tris- H20 (DNase, RNase frei (T143.2)) und
Diethyldicarbonat - H,0 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

12
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3.1.3 cDNA-TransKkription

Zur cDNA-Transkription wurde das Fermentas RevertAid™ First Strand cDNA
Synthsis Kit #K1651, K1652 (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland)

verwendet.

3.1.4 Reverse-Transkriptase PCR (qualitativ)

Fiir die qualitative PCR wurde eingesetzt: Eppendorf Mastercycler Gradient

(Eppendorf, Hamburg)
Chemikalien

Agarose Gel 1,7% (NEEO 2267.2, Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland),
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Als DNA Polymerase wurde der OneTaq™ Hot-Start Quick-Load® Mastermix with
Standardbuffer M0488S (New England BioLabs, Ipswich, Massachusetts, USA)
verwendet. Die jeweils eingesetzten Primer werden im folgenden Kapitel unter

Real Time PCR aufgefiihrt.

3.1.5 Real Time quantitative Reverse-Transcriptase PCR (RTqPCR)

Entsprechend wurde fiir die Real Time quantitative PCR der LightCycler® 480

(Roche, Mannheim, Deutschland) als zentrales Analyseinstrument eingesetzt.
Chemikalien

Als Kombinationsreagenz fiir die Kettenreaktion, bestehend aus DNA-Polymerase,
Fluoreszenzmarker, Nukleotidgemisch und Reaktionspuffergemisch, wurde
Absolute™ QPCR SYBR® Green Mix von ThermoScientific (Rockford, USA)
eingesetzt. Die Primer wurden nach einem bereits bestehenden Protokoll mit dem
Programm Primer3 [59] entworfen [10] und von MWG Biotech (Ebersberg,

Deutschland) erworben.

Alle weiteren nicht im Einzelnen aufgefiihrten Chemikalien sind entweder von
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) oder von Roth (Karlsruhe, Deutschland)

erworben.
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3.2 Methoden

3.2.1 Tierversuch

Der Versuchsaufbau fiir die Behandlung der Tiere wurde bereits an anderer Stelle
beschrieben [19]. 45 Sprague-Dawley Ratten wurden im Alter von 5-6 Wochen
nach dem Zufallsprinzip in 6 Gruppen eingeteilt, wobei in der Cisplatingruppe nur
5, in allen anderen 8 Tiere vorlagen. Die Eingew6hnungsphase der Tiere an die
Umgebung sowie an die zweimal wochentlich stattfindende Blutdruckmessung
betrug 2 Wochen. Die osmotischen Minipumpen (Alzet, 2ml) wurden allen Tieren,
ausgenommen der Cisplatingruppe (Gruppe 6), nuchal subkutan implantiert. Mit
der Implantation der Pumpen begann der Versuch. Den Gruppen 2-5 in Tabelle 1
wurden 0,75ug/(h*kg) Aldosteron uber die osmotische Pumpe fiir insgesamt 4
Wochen verabreicht, wahrend die Negativkontrolle Gruppe 1 lediglich eine
phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) erhielt. Alle Tiere wurden bei 22 + 2°C
gehalten und hatten freien Zugang zum Futter. Mit Ausnahme der Gruppe 6, wurde
allen Gruppen zusatzlich 1% NaCl im Trinkwasser verabreicht. Die Gruppe 3
erhielt taglich zusatzlich 25mg/kg Korpergewicht Spironolakton per Gavage,
wahrend Gruppe 4 1mM Tempol und Gruppe 5 20mg/kg Koérpergewicht

Hydralazin oral im Trinkwasser verabreicht bekamen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Behandlungsschema

Benennung n= Pumpe Trinkwasser (+Dosis/d)

e Ald

0,9% PBS 1% NaCl
0,75pg/(kg*h) Ald 1% NaCl

g8 Ald/Tempol

8
8
&5 < Ald/Spiro 8  0,75pg/(kg*h) Ald 1% NaCl+ 25mg/kg Spironolakton
8 0,75pg/(kg*h) Ald 1% NaCl+ 1mM Tempol
8

&y 5| Ald/Hydra 0,75ug/(kg*h) Ald 1% NaCl+ 20mg/kg Hydralazin

CP 5 unbehandelt unbehandelt, 2d prafinal Cisplatin

D
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Alle Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der
Europdischen Union zum Schutz der fiir Versuche und andere wissenschaftliche
Zwecke verwendeten Tiere, sowie mit dem deutschen Tierschutzgesetz

durchgefiihrt.

Flir Spironolakton wurde eine subtherapeutische Dosis gewahlt, sodass der
durchschnittliche Blutdruck nicht signifikant absinkt, um nicht den Effekt des
erniedrigten Blutdrucks als Confounder zu bekommen. Dafiir wurde auf die
Erfahrungsdaten aus vorherigen Versuchen mit der Aldosteronvorstufe DOCA [10],
sowie auf Literaturdaten [60, 61] zuriickgegriffen. Insgesamt wurden die Tiere 4
Wochen behandelt. Den unbehandelten Tieren aus Gruppe 6 wurde 48 Stunden
vor Versuchsende Cisplatin in nephrotoxischer Dosis (2,5mg/kg) intraperitoneal
als Positivkontrolle gespritzt. Nun wurden die Tiere unter Andsthesie mit 120
mg/kg Ketamin und 8 mg/kg Xylazin (intramuskuldr) in Narkose versetzt und mit
kalter 0,9%iger NaCl-Losung, sowie mit Deltadex 40-Dextranlésung/1% Procain,
liber die Aorta abdominalis perfundiert. Anschliefiend wurden die Nieren
entnommen. Die flir diesen Versuch bestimmten Nierenanteile wurden bei -196°C
schockgefroren, um die rasch einsetzende Degradierung der RNA mdglichst gering
zu halten. Aus der Cisplatingruppe Nr. 6 standen zwei, aus allen anderen Gruppen
1-5 jeweils sechs Nieren fiir diesen Versuchsteil zur Verfiigung. Sie sind in Tabelle

2 im Anhang zusammengefasst dargestellt.
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3.2.2 RNAIsolierung

3.2.2.1 Schritt 1: Pulverisieren von tierischem Gewebe zur RNA-Isolierung

Die auf -80°C gefrorenen Nieren wurden im noch gefrorenen Zustand geviertelt,
ein Viertel wurde weiterverarbeitet wahrend der Rest wieder eingefroren wurde.
Zur Vorbereitung wurden ein Morser und ein Pistill mit Chloroform griindlich
ausgespiilt, um RNase-Reste zu entfernen, sowie mit Fliissigstickstoff vorgekiihlt.
Das Nierenstiick wurde mit dem Morser und Pistill, unter stiandiger Zugabe von
fliissigem Stickstoff (Nz), fortwdhrend bis zur Homogenisierung zerkleinert.
Dadurch wurde sichergestellt, dass das Gewebe zu keiner Zeit auch nur geringfiigig
antaute, da anderenfalls die stabile RNase direkt mit der Denaturierung der
deutlich labileren RNA-Striange beginnen wiirde. Das erhaltene Gewebepulver
wurde in spezielle RNase freie, in Fliissigstickstoff vorgekiihlte Reaktionsgefafie
(Eppendorf, Hamburg) gegeben, auf Portionen von jeweils ca. 30 mg (in etwa
3x3x3 mm Quader & 27 mm3) aufgeteilt, diese unverziiglich verschlossen und
wieder in Flussigstickstoff gelagert. Zwischen den verschiedenen Nierenproben
wurde der Morser jeweils erneut mit Chloroform ausgespiilt. Das gewonnene
Gewebepulver (in Fiissigstickstoff gekiihlt) stand nun fiir die folgende RNA-

[solierung zur Verfiigung.

3.2.2.2 Schritt 2: Extraktion der RNA mit dem Qiagen Rneasy® Mini Kit

Die im Folgenden neu erwiahnten Chemikalien RLT-Puffer, RW1-Puffer und RPE-
Puffer sind Teil des Qiagen Rneasy® Mini Kits.

Durch die vorherige Behandlung im Morser sind die Zellwande weitgehend
aufgelost worden. Nun wurde das Gewebe weiter lysiert und homogenisiert. Mit
dem Qiagen Rneasy® Mini Kit wurde dieser Schritt, genauso wie die spatere RNA-
[solierung, mittels mit Membranen versehenen Durchflusssaulen, die in Auffang-

Tubes stehen, und welche dann gemeinsam zentrifugiert wurden, bewerkstelligt.
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In Anlehnung an das Herstellerprotokoll von Qiagen wurden zum gefrorenen

Gewebepulver 600 pl RLT-Puffer als Inaktivator der RNase und zur weiteren Lyse

des Gewebes hinzugegeben. Zur Aktivierung des RLT-Puffers wurde zuvor 10pul §3-

Mercaptoethanol auf 1ml

RLT-Puffer gegeben. Zur Homogenisierung der

Suspension aus RLT-Puffer, (-Mercaptoethanol und dem Gewebe wurde sie auf

Dieser Schritt wurde noch einmal mit der restlichen

eine  QIAshredder® Sdule mit Proberéhrchen =

. . . . . . . = Lyseund

tberfiihrt und 2 min in einer Mikrozentrifuge bei H
omogen-

>10000g zentrifugiert. Zum Durchfluss wurden 600ul . isierung

Ethanol (70%) gegeben und die Suspension mit einer

Pipettenspitze vorsichtig gemischt. Die QIlAschredder® l

-Saule selbst wurde verworfen. Von der daraus =

erhaltenen Losung wurden 700ul auf die RNA- Ethanol
hinzufiigen

Auffangsdule pipettiert und diese mit einem

Probenrohrchen bei 28000g fiir 30 sec. Zentrifugiert. l

Gewebelosung wiederholt. Jetzt konnte der Inhalt des
Proberdhrchens verworfen werden, die RNA ist in der

Membran der RNA-Auffangsdule gebunden.

Im Anschluss musste die isolierte RNA aus der RNA-
Auffangsaule aufgereinigt werden, bevor sie eluiert
werden konnte. Dafiir wurden 700ul RW1-Puffer,
einer starken Waschlosung, welche nicht an die
Membran gebundene organische Molekiile (z.B.
Proteine, Fettsauren) auslost [62], auf die Saule
gegeben, bei 28000g fiir 30 sec. Zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Daraufhin wurde die
Aufreinigung mit 500ul RPE-Puffer, einer milden
Auswaschlosung zur Entfernung von Salzspuren,
wobei der letzte

zweimal wiederholt,

Zentrifugationsschritt fiir 2 min durchgefiihrt wurde.

i) ) @t <F

i@%ﬂ

RNA in
Membran
gebunden

3 maliges
Auswaschen

eluieren in
Zentrifuge

=
\"——RNA in Eluat

Abbildung 2: Schematische Darstellung
Hierdurch wurde sichergestellt, dass der Rest des der RNA Extraktion (Quelle:QIAGEN)
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Ethanols sowie der Lysepuffer in der RNA-Auffangsdule minimiert werden und
moglichst reine RNA vorliegt. Die in der Sdulenmembran vorliegende RNA wurde
anschliefdend in ein neues RNase-freies Probenréhrchen eluiert unter Verwendung
von 40pul RNase-freiem Wasser. Dafiir wurde das Wasser auf die RNA-Auffangsdule

gegeben und noch einmal bei 28000g fiir 1 min zentrifugiert.

Die erwartete RNA-Menge betrug 20-30pg RNA pro Gewebeprobe, gelost in 40 pl

RNase-freiem Wasser, und stand fiir die Uberfiihrung in cDNA bereit.

Abbildung 2 zeigt noch mal die Zusammenfassung der einzelnen Schritte der RNA

Extraktion. (Quelle: Qiagen) [62]

Potentiell vorhandene genomische DNA-Reste aus der RNA-Losung wurden durch
die Silikatmembran des Rneasy® Mini Kit suffizient eliminiert. Eine weitere
Behandlung mit einer spezifischen DNase war nach dem Herstellerprotokoll

dadurch nicht mehr nétig und wurde nicht durchgefiihrt. [62]

3.2.2.3 Schritt 3: Exakte Bestimmung des RNA-Gehalts

Die Bestimmung des RNA-Gehalts erfolgte photometrisch. Dabei wird die Tatsache
genutzt, dass in Wasser geloste RNA, bei konstantem pH-Wert, eine spezifisch hohe
Lichtextinktion bei einer Wellenldnge von A=260nm hat. Das bedeutet, dass bei
reinen RNA-Wasser-Losungen der Extinktion Az60=1 eine absolute RNA-
Konzentration von 40pg/(ml*cm) zugeordnet werden kann [62]. Da die Beziehung
der optischen Dichte zur RNA-Konzentration linear ist, gestaltet sich die
Berechnung der Konzentration Crva nach dem Lambert-Beerschen Gesetz wie

folgt:

Hg

*1cm
ml *xcm

Crna [%] = Azep * 40

Ein Zentimeter ist in diesem Fall die Breite der durchleuchteten Kiivette und somit

die Strecke des Lichts im RNA-Medium.
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Um einen eventuellen Fehler durch Verunreinigung mit Proteinen auszuschlief3en
muss zusatzlich der Aze0/A280 - Quotient bestimmt werden. Dabei macht man sich
die Tatsache zu Nutze, dass Proteine ein anderes Lichtabsorbtionsspektrum haben
als RNA. Bei einem Absorbtionsquotienten Az60/A280 = 1,9-2,1 liegt dabei die

geringste RNA-LOsungsverunreinigung mit Protein vor [62].

Zu beachten war dabei die hohe Abhangigkeit des Absorbtionsquotienten
Az60/A280 vom pH-Wert der Losung: so korreliert zum Beispiel ein niedriger pH mit
einem niedrigen Quotienten. Aus diesem Grund wurden die Konzentrations- und
Quotientenbestimmungen nicht direkt in RNA-Wasser-Losungen, sondern in TRIS-

HCl-gepufferten Losungen (10mM TRIS-HCI) durchgefiihrt [62].

Um moglichst genaue Werte zu erhalten wurden je RNA-Isolat 3 Proben
entnommen, deren Absorption Azeso sowie der Absorptionsquotient Azeo/a280 an
dem Spektrometer Nanodrop® 2000c bestimmt, und die Werte arithmetisch
gemittelt. Die Berechnung der RNA-Konzentration nach oben genannter Formel

die in Tabelle 3 im Anhang dargestellten Werte.

Der Absorptionsquotient Aze0/a280 ergab fiir alle Proben Werte zwischen 1,98 und

2,11. Somit war ein hoher Reinheitsgrad der RNA fiir alle Proben gewahrleistet.

3.2.3 Transkription der RNA in cDNA mit reverser Transkriptase (RT)

Um eine prazise quantitative Auswertung der Expressionen zu ermoglichen ist es
essenziell, die bisher dargestellte reine, aber dennoch relativ instabile RNA in eine
stabilere Form zu tuberfiihren. Dafiir wurde die RNA mithilfe des Enzyms reverse
Transkripase (RevertAid™ Premium Reverse Transkriptase) zu cDNA
(,complementary DNA“), entgegen der physiologischen Leserichtung, zuriick
transkribiert. Es handelt sich hierbei um eine thermisch stabile Polymerase ohne
RNase-Aktivitat. Sie ist, genauso wie alle weiteren bendtigten Reagenzien,
Bestandteil des Fermentas First Strand cDNA Synthese Kits. Nach dessen cDNA-
Syntheseprotokoll fiir RTqPCR-Anwendungen wurde die Transkription
durchgefiihrt [63].
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Dafiir wurden als Ausgangsmaterialien benétigt:

Das RNA-Isolat aus dem vorherigen Versuchsteil in fixer Stoffmenge
Primer, um Startpunkte fiir die Transkription zu definieren

Eine Nukleosidtriphosphatmischung (dNTP) als , Baustoff” fiir die DNA

s W hoe

Nuklease-freies Wasser

Um moglichst die gesamte RNA zu transkribieren, wurde ein Primergemisch
genutzt, das einerseits aus Oligo(dT)1s Primer, einem spezifischen Primer, sowie
aus ,random hexamer primer®, einem nach dem Zufallsprinzip bindenden Primer,

besteht.

Der Oligo(dT)1s Primer bindet spezifisch an den Poly-A-Schwanz der zelluldren
mRNA, wahrend der ,random hexamer Primer“ ein aus sechs Nukleinbasen
bestehender Primer aus zufadllig zusammengesetzten Sequenzen darstellt. Durch
eine Vielzahl dieser Primer mit zufalliger Sequenz wurde die Bindung an multiple
Positionen der RNA ermdglicht und somit sichergestellt, dass ein Grofsteil der RNA

transkribiert wird.

Die Nukleosidtriphosphatmischung (dNTP) stellte die fiir die Strangsynthese der

cDNA benétigten Basen Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin, in Losung bereit.

Um moglichst effiziente Reaktionsabldaufe zu erhalten wurde die Ausgangsmenge
an RNA (RNA-Isolat) zur Transkription im vom Hersteller beschriebenen
optimalen Bereich gewdhlt. Bei der hier vorliegenden Gesamt-RNA einer Zelle liegt
dieser Wert fiir das Fermentas Kit bei 2ug RNA bei einem technisch moéglichen
Einsatzbereich von 1pg bis 5ug RNA. Da nun die Konzentrationen der einzelnen
RNA-Isolate verschieden waren, musste, um jeweils genau 2pg RNA im
Reaktionsgemisch zu erhalten, die entnommene Menge genauso wie das
aufzufiillende Wasser angepasst werden. Die Gesamtmenge von RNA-Isolat und
Wasser betrug dann 13,5 pl. Die jeweiligen Werte sind in Tabelle 4 im Anhang zu

finden.
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Aus den beiden Primertypen und den Nukleosidtriphosphaten wurde ein
Mastermix mit den Anteilen 4pl dNTP-Mix auf 1ul Oligo(dT)1s — Primer und 1pl

random-hexamer-Primer hergestellt.

Der mitgelieferte RT-Puffer wurde entsprechend der Angaben des Herstellers
verdinnt und diente der Adjustierung des pH-Wertes auf optimale

Reaktionsbedingungen.
Abschliefdend wurden zusammengegeben:

1. 1,5ul Mastermix

2. 13,5pul RNA-Isolat, mit der entsprechenden Menge Wasser fiir genau 2ug
RNA

3. 4pl RT-Puffer

4. 1pl RevertAid™ Premium Enzyme Mix (RT-Polymerase)

Wahrend der gesamten Dauer lagen die Rohrchen auf Eis. Es wurden nur RNase

freie Materialien verwendet.

Nach 10-miniitiger Inkubation bei 25°C wurde das Gemisch in einem Thermocycler
fiir 30 min. auf 50°C erhitzt. In dieser Phase fand die Transkription statt. Mit einer

Erhitzung auf 85°C fiir 5 min wurde die Reaktion schliefdlich beendet.

Die erhaltene cDNA wurde bei -20°C gelagert, vorerst nicht benétigte Proben bei

-80°C.
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3.2.4 Real time quantitative Polymerasekettenreaktion (RTqPCR)

3.2.4.1 Definitionen

In dieser Arbeit wurden folgende, am weitesten verbreitete Abkilirzungen

verwendet:

qualitative PCR: Endpunkt-PCR, ausgewertet auf einem Agarosegel,

DNA-Nachweis mit Ethidiumbromid als Fluoreszenzmarker

RT-PCR: qualitative PCR mit cDNA, hergestellt aus vorheriger reverser

Transkription aus RNA mittels reverser Transkriptase

gPCR: quantitative (real-time) PCR mittels Echtzeit-Fluoreszenzaufnahmen nach

jedem PCR-Zyklus

RTqgPCR: quantitative (real-time) PCR mit cDNA aus vorheriger reverser

Transkription aus RNA

3.2.4.2 Grundlagen der PCR

Die PCR ist eine seit den 1980er Jahren etablierte molekulargenetische Methode
zur Replikation von in Losung vorliegender DNA (,Template” genannt). Sie beruht
auf den Prinzipien der Genomreplikation in vivo. Durch Bereitstellung der an der
Amplifikation beteiligten Enzyme und Substrate lasst sich die DNA-Replikation
auch in vitro durchfiithren. Die bei jedem Schritt notwendige Denaturierung der
DNA zu Einzelstrangen wird tiber erhohte Temperatur erreicht. Durch eine serielle
Replikation kénnen dann sehr hohe DNA-Kopiezahlen synthetisiert werden. Es
gentligen dabei meist bereits dufierst geringe Ausgangsmengen an DNA-Template,

da die Replikation bis zum Beginn der Sattigung exponentiell verlauft.

Im Vergleich zu anderen Verfahren, die RNA direkt nachweisen, z.B. der Northern-
Blot-Analyse, ist die RTqQPCR mit vorheriger Transkription der RNA in cDNA das
deutlich sensitivere Verfahren [64]. Die theoretische Grundlage und der Nachweis,

auch geringste Mengen RNA nach einer vorgeschalteten reversen Transkriptase-
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Reaktion quantifizieren zu konnen, wurde durch Veres et al. Bereits 1987 gelegt

[65].

Aufier der cDNA wird fiir die Kettenreaktion folgendes benétigt: eine geeignete
DNA-Polymerase, die auch bei hoheren Temperaturen nicht denaturiert und somit
nicht jeden Zyklus erneut hinzugegeben werden muss. Dafiir eignet sich
beispielsweise die auch hier verwendete Polymerase des Bakteriums Thermus
aquaticus (Taq, erstmalig beschrieben von Innis et al 1988 [66] ). Ihr
Polymerisationsoptimum liegt bei 72°C und sie denaturiert erst bei Temperaturen
iber 100°C. Weiterhin miissen in der Losung die verschiedenen
Nukleosidtriphosphate (ATP, GTP, TTP, CTP) vorliegen, die als Grundsubstanz
(,Bausteine“) fiir die neu synthetisierten DNA-Strange dienen. Zuletzt werden
genspezifische Primer (DNA-Oligonukleotide) bendétigt, - eine kurze DNA-
Nukleotidsequenz -, die an die komplementire Nukleotidsequenz eines DNA-
Einzelstrangs binden kénnen. Diese stellen nun die Startpunkte fiir die DNA-
Polymerase dar. Dadurch ist die selektive Genreplikation erst moglich. Von jedem
Primer wird ein Primerpaar eingesetzt, der ,forward” Primer zur Hybridisierung
(,Annealing“) an den codierenden Strang und der ,reverse“ Primer, zur
Hybridisierung an den komplementaren Strang, wodurch jeweils beide Strange
simultan amplifiziert werden. Die optimale Annealing-Temperatur hangt in hohem
Mafse vom Primerdesign, also seiner Basenzusammensetzung und seiner Lange ab.
Im Allgemeinen gilt: Je niedriger die Annealing-Temperatur gewdahlt wird, desto
hoher ist die Affinitdt der Primer zu den komplementdren Abschnitten und desto
wahrscheinlicher wird allerdings auch die Hybridisierung von zwei
komplementaren Einzelstrangen zu vollstindigen DNA-Doppelstriangen, sowie die
Hybridisierung von Primern an nicht komplementdre Positionen. Je hoher die
Temperatur, desto wahrscheinlicher ist es, dass komplementiare Sequenzen der
DNA-Abschnitte nicht von Primern besetzt werden. Auch die Art der
Nukleotidzusammensetzung beeinflusst die optimale Annealing-Temperatur: so
lagern sich GC-reiche Primer bei hoheren Temperaturen, aufgrund der hoheren
thermischen Stabilitdt der CG-Bindung, starker an komplementare Abschnitte an

als AT-reiche Primer, welche eine geringere thermische Stabilitit aufweisen. Im
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Allgemeinen, sowie auch fiir diesen Versuch, wurde eine Annealing-Temperatur
gewahlt, die 5°C unter der Schmelztemperatur der Primer liegt. Die
Schmelztemperatur T (50% der DNA liegt hier in Einzelstrangform vor) lasst sich

dafiir nach folgender vereinfachten Formel berechnen [64]:

T =2°C % (A+T) + 4°C * (G + C)

Fiir diesen Versuch lag die Schmelztemperatur fiir die 10 verwendeten Primer im
Bereich zwischen 57,9°C und 63,5°C und somit relativ gering gestreut, so dass als

optimale Annealing-Temperatur 54°C fiir alle Primer angenommen wurde.

Aufierdem wurden vom Hersteller Mg2+-lonen zur Losung gegeben, da diese fiir

die Aktivitat der Polymerase forderlich sind.

3.2.4.3 Genereller Ablauf der PCR

Am Beispiel eines einzelnen DNA-Doppelstrangs soll der Ablauf schematisch

verdeutlicht werden:

In einem ersten Schritt wird der DNA-Doppelstrang fiir 15 sec bei Temperaturen
iiber 90°C hitzedenaturiert, d.h. er wird in zwei Einzelstrange aufgespalten. Bei
dieser hohen Temperatur bleiben die Strange isoliert, es hybridisieren also noch

keine Primer oder komplementare DNA.

Erst im folgenden, zweiten Schritt hybridisieren die Primer bei Absenkung der
Temperatur auf 54°C. Nach 30 Sekunden kann davon ausgegangen werden, dass
ein Grof3teil der Primer hybridisiert hat, sie markieren somit die Startposition fiir

die DNA-Polymerase. Eine Endposition gibt es nicht.

Als dritter Schritt folgt die Extension oder Elongation durch die Taqg-Polymerase
bei 72°C fiir 30 Sekunden. Beginnend bei den Primern am 3‘-Ende einer Matrize,
synthetisiert die DNA-Polymerase den komplementiren Strang zum Template in

Richtung 5‘-Ende. Dieses erste Replikat geht iiber die Ldnge der gesuchten
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Gensequenz hinaus. Erst ab dem zweiten Zyklus, bei dem die komplementaren
Strange aus dem ersten Zyklus mit dem jeweils anderen Primer (,reverse“ oder
oforward“) als Vorlagematrize dienen, werden nur noch Gensequenzen der
richtigen Lange synthetisiert. Unter den in vitro Bedingungen sind allerdings nicht
anndhernd die Amplifikatlangen zu erreichen, die in vivo liblich waren (maximal
sind bei einer gewohlichen Taq-Polymerase ca. 5000 Basenpaare moglich),
weshalb die gesuchten Gensequenzen nicht zu lang gewahlt werden diirfen. Die in
diesem Versuch verwendeten Gensequenzen waren alle unter 300bp lang. Nun
liegt die urspriingliche DNA-Doppelhelix als Teilstrang in zwei getrennten neuen
DNA-Doppelhelices vor. Dabei wurden aufgrund des oben beschriebenen Ablaufs

nur die mit Primern markierten Gensequenzen repliziert.

Der Vorgang kann jetzt von vorne beginnen und die beiden neuen Strange als
Vorlage fiir 4 weitere Doppelhelices in einem 2. Zyklus dienen. Damit liegt,
zumindest flir die ersten Zyklen, ein exponentielles Wachstum der
Gensequenzreplikate vor. Je haufiger jedoch die Zyklen durchgefiihrt werden,
desto weniger Nukleotidtriphosphate stehen zu Verfligung, und desto
wahrscheinlicher sind Replikationsfehler. Diese kommen zwangsldufig bei jeder
Replikation vor, weshalb, wenn z.B. eine Primerregion betroffen ist, das fehlerhafte
Transkript nicht mehr als Ausgangsmatrize fiir weitere Replikationen dienen kann.
So ergibt sich fiir den gesamten Vorgang eine Wachstumskurve mit typischen
Verlauf: zu Beginn steigt die Kurve exponentiell an, bis sie ein
Wachstumsmaximum (steilster Kurvenverlauf) erreicht. Von da an sinkt die
Wachstumsrate wieder bis sie sich asymptotisch an Null anndhert (wenn z.B. die
Nukleotidtriphosphate aufgebraucht sind). Nach ca. 35-40 Zyklen ist, je nach
Ausgangsmenge der DNA, Replikatlange und Replikationsgeschwindigkeit, in den
meisten Fillen das Plateau der maximalen Synthesemenge erreicht. Mathematisch
gesehen beschreibt die Regressionskurve an die Koordinaten der DNA-

Produktmenge ein logistisches Wachstum. (Siehe Abbildung 3)
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y
absoluter DNA-Gehalt einer Probe

Zyklenanzahl

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Entwicklung des DNA-Gehalts einer
Beispielprobe. Genau genommen handelt es sich nicht um einen kontinuierlichen Verlauf,
sondern um diskrete Punkte, welche entlang der Kurve einer logistischen Funktion liegen. Y-
Achsenskala ist linear. Zeichnung mit Mathegrafix® erstellt.

3.2.4.4 Die Primer

Fiir diese Arbeit wurden insgesamt fiinf verschiedene Gensequenzen (vier Zielgene
und ein Referenzgen) untersucht. Sie werden im Folgenden erldutert.

3.2.4.4.1 Primer fiir die Zielgene

Die hier verwenteten Zielgene (,targets“) sind bereits mehrfach in der Literatur als
Biomarker, insbesondere auch fiir nephrotoxische, ischdmische und
inflammatorische Schiadigungen der tubuldren und interstitiellen Zellen der Niere

vorbeschrieben worden [10, 36, 37]. (Genaueres hierzu in der Einleitung)

Fiir folgende Zielgene wurden deshalb Primer fiir die RTqPCR, analog zum Versuch

an DOCA-Ratten [10], geordert:

- Kidney injury molecule-1 (Kim-1)
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- Neutrophil glutaminase associated lipocalin (NGAL)
- Osteopontin (OPN)
- Tenascin-C (TN-C)

Tabelle 5 zeigt die jeweiligen georderten Sequenzen und Basenpaarldangen. Es war
darauf zu achten, dass die Gesamtlinge der Produkte moglichst kurz gewahlt

wurde, um keine Ungenauigkeiten durch vorzeitige Strangabbriiche zu bekommen.

Um die Vergleichbarkeit zu gewadhren, wurden die Primersequenzen fiir die
einzelnen Zielgene entsprechend denen im Versuch mit DOCA-Salz hypertensiven

Ratten [10] verwendeten Primern ausgewahlt.

Tabelle 5: Primersequenzen sowie die Gesamtldnge der gesuchten Zielsequenzen. Ebenso an

anderer Stelle vorbeschrieben [10].

Primersequenz vorwarts Primersequenz riickwirts  Lange

Wit GGA ATG GCA CTG TGA CAT CCT  CTG CGG CTT CCT CAA AGG 73 bp
(€29 GGA ATATTC ACA GCT ACCCTC  TGG CAA ACT GGT CGT AGT 74 bp
010 AGC CAT GAC CACATG GACGA GAT TCG TCA GAT TCATCC 94 bp
INEe TCT GTG GAT GGT ACA GTCAAG  ATG GGC TCA GGT CTGCCA  75bp

3.2.4.4.2 Primer fiir das Referenzgen

Das Referenzgen, auch endogene oder interne Kontrolle genannt, leistet einen
entscheidenden Beitrag zum Gelingen des Versuchs. Sein Einfluss auf die
Ergebnisse kann kaum hoch genug eingeschitzt werden, da bei der relativen
Quantifizierung nur vergleichend Mengen betrachtet werden und somit jegliche
Beeinflussung der Expression oder des Nachweises von Referenzgenen direkt auch
die Ergebnisse beeinflussen. Es wird daher versucht, Gene mit von &dufderen
Faktoren moglichst unabhangiger Expression zu verwenden. Dafiir hat sich bisher
nur eine geringe Anzahl an Genen, die fiir den zwingenden Erhalt der Zellstruktur
oder des Zellmetabolisumus notwendig sind, bewahrt (sogenannte Housekeeping-
Gene). Unter anderen gehoren dazu: das 3-Aktin, ein am Aufbau des Zytoskeletts

beteiligtes Protein, genauso wie auch Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

27



MATERIAL UND METHODEN

(GAPDH), ein an der Glycolyse beteiligtes Enzym und Porphobilinogen-Desaminase
(PBGD) als essenzielles Protein zur Porphyrin-Synthese [67].

Nachdem (-Aktin bereits an anderer Stelle [10] am Rattenmodell erfolgreich als
interne Kontrolle (Referenzgen) fiir die gesuchten Zielgene eingesetzt wurde, bot

sich die erneute Verwendung in diesem Versuch an.

Die in der Ratte fiir f-Aktin kodierende Primersequenz ist in Tabelle 6 dargestellt:

Tabelle 6: Primersequenz und Lénge der Referenzsequenz auf dem [-Aktin-Gen

Primersequenz vorwarts Primersequenz riickwiarts Ldnge

GCA GGA GTACGATGAGTCCG  ACG CAG CTCAGT AACAGT 74bp

Alle Primer wurden mit Hilfe der Primer3Plus Software generiert, bei MWG
Biotech geordert und erworben, auf der Homepage des ,National Center for
Biotechnology Information“ mit dem Programm Primer-BLAST® validiert und mit
mfold (http://mfold.rna.albany.edu) auf die Bildung sekundarer Strukturen

untersucht.

3.2.4.5 Qualitative PCR

Die unter 3.2.4.3 ,Genereller Ablauf‘ beschriebenen Schritte sind allen PCR-
Formen gemeinsam. Um das Ergebnis in einer herkémmlichen PCR qualitativ
auszuwerten, kann die erhaltene DNA elektrophoretisch aufgetrennt werden. Dazu
wird die DNA-Losung auf ein 1,7%iges Agarosegel mit Ethidiumbromid (1mg/ml
Gel), einem Fluoreszenzmarker, aufgetragen und bei 100 V in einer
Elektrophoresekammer aufgetrennt. Dabei wandert die negativ geladene DNA im
elektrischen Feld in Richtung Pluspol. Je weniger Basenpaare ein DNA-Strang hat,
desto geringer ist sein Widerstand im Gel und desto weiter bewegt er sich auf den
Pluspol zu. Die Auswertung erfolgt dann unter UV-Bestrahlung in einer
Dunkelkammer und einer Fluoreszenzkamera. Da das im Gel enthaltene

Ethidiumbromid in den DNA-Strangen interkaliert, ergeben sich an den DNA-
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dichten Positionen Banden. So kdnnen die PCR-Produkte, nach Basenpaarlange
sortiert, aufgetrennt dargestellt werden und es kann rilickgeschlossen werden,
welche Produkte amplifiziert wurden. Dafiir ist es hilfreich, zusatzlich zu den PCR-
Produkten jeweils eine Standardreihe mit DNA mit bekannter Basenpaarldnge auf
das Gel mit aufzutragen (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Fermentas). So kann
einerseits die Basenpaarlinge der Produkte abgeschatzt werden und somit
uberpriift werden, ob auch die gewiinschten Produkte amplifiziert wurden, oder
ob sich weitere unspezifische PCR-Produkte gebildet haben. Andererseits kann
iber die relative optische Intensitit der Fluoreszenz der Produktbanden im
Vergleich zur Intensitdat der Banden im GeneRuler™ die Endmenge der einzelnen
DNA-Produkte abgeschatzt werden (semiquantitativ). Abbildung 4 zeigt die

Aufnahme eines Agarosegels nach der Elektrophorese mit verschiedenen zu

testenden Housekeepinggenen (Referenzgenen).

Abbildung 4: Aufnahme eines Agarosegels nach der Elektrophorese mit einer Gammakamera.
Rechts und links an den Rdndern sind die Referenzbanden des GeneRuler™ zu erkennen. Die
Banden sind jeweils in 100 Basenpaar-Schritte unterteilt, wobei die oberste 1000bp, und die
unterste 100bp lang sind.

Nur sehr eingeschrankt ist jedoch die quantitative Bestimmung der Endmenge der
DNA-Produkte moglich, da dem Auflésungsvermogen der relativen
Fluoreszenzintensitaten durch die Gammakamera enge technische Grenzen gesetzt

sind. Hier liegen die Starken der real-time PCR.
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3.2.4.6 (Real-time) quantitative PCR

3.2.4.6.1 Grundlagen

Das Prinzip der real-time quantitativen PCR unterscheidet sich, was die
Replikation betrifft kaum von der qualitativen PCR. Der Hauptunterschied liegt in
der Ergebnisauswertung, die aus einer kontinuierlichen (,real-time“) Erfassung
der PCR-Produktmenge nach jedem Zyklus, und deren Verlaufsbeobachtung
besteht. Es werden somit die tatsdchlichen Verlaufskurven der Produktmengen
aufgezeichnet, deren Ablauf im Anschluss mathematisch auf die
Verlaufsentwicklung analysiert werden kann. Diese Analyse lasst dann auf die vor
Beginn der Replikation in der Probe vorliegende Ausgangsmenge der gesuchten

Genabschnitte zuriickschlief3en.

Im beschriebenen Versuch erfolgte der Nachweis nach jedem einzelnen Zyklus
mittels direkter Fluoreszenzmessung. Der Fluoreszenzmarker SYBRGreen I®
interkaliert in doppelstrangige DNA, und seine Fluoreszenzintensitat ist
proportional abhdngig von der in Losung befindlichen DNA-Konzentration. Es liegt
somit eine lineare Beziehung zwischen der DNA-Produktmenge und der
Fluoreszenzintensitit vor, wodurch die Entwicklung der Produktmenge

beobachtet werden kann.

Wie auch bei der qualitativen PCR wird die Spezifitit fiir einen bestimmten
Genabschnitt lediglich durch die selektive Amplifikation gegeben, da der

Fluoreszenzfarbstoff in alle DNA-Produkte interkaliert.

Um die Spezifitit der Ergebnisse zu erh6hen, wird im Anschluss an die letzte
Replikation eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Da jedes DNA-Produkt,
abhangig von  Produktlinge und Basenpaarzusammensetzung, eine
unterschiedliche = Schmelztemperatur besitzt, ist es mdglich, die nach der
Replikation in Losung vorliegenden Produkte tiber ihren Schmelzkurvenverlauf zu
unterscheiden, und so die Qualitdt der quantitativen Auswertung zu beurteilen.

(Genauere Erlauterung siehe: 3.2.4.6.3 Auswertung)
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3.2.4.6.2 Durchfiihrung

Die gqPCR wurde mit dem Roche LightCycler480®, Softwareversion 1.5,
durchgefithrt. Das PCR-Reaktionsgemisch wurde nach dem Absolute™ QPCR
SYBR® Green Mix-Protokoll [68] von ThermoScientific zusammengestellt. Fiir alle
Proben wurden 96-Proben-Platten von Roche® verwendet, welche mit insgesamt
12,5 pl Reaktionsgemisch gefiillt wurden. Die Reduktion von der fiir die Proben
vorgesehenen Menge von 25 pl auf 12,5 pl Reaktionsgemisch hat sich in

vergleichenden Versuchen als nicht ergebnisrelevant erwiesen.

Zur Vorbereitung wurde ein Mastermix erstellt. Dieser bestand aus folgenden

Komponenten:

- Absolute™ QPCR SYBR® Green Mix (Vol.-Anteil: 50%)
- Forward Primer 3,3uM (Vol.-Anteil 4%)

- Reverse Primer 3,3uM (Vol.-Anteil 4%)

- PCR-geeignetes Wasser (Vol.-Anteil 38%)

- cDNA-Template 2ug (Vol.-Anteil 4%)

Gesamtvolumen je Probe: 12,5ul Reaktionsgemisch

Alle Komponenten lagen bei der Vorbereitung auf Eis, die ungekiihlte
Verweildauer wurde moglichst kurz gehalten. Der Absolute™ QPCR SYBR ® Green
Mix von ThermoScientific enthalt die Thermo-Start™ DNA Polymerase, das fiir die
Replikation essenzielle MgCl; (3uM) in Losung, Nukleotidtriphosphate(dNTPs) -
wobei Uracil mit Thymin aufgrund der besseren Ergebnisqualitidt [68] - ersetzt ist,

sowie SYBR® Green I als in die DNA interkalierenden Fluoreszenzmarker.

Die Thermo-Start™ DNA-Polymerase bendtigt zur Funktionsfdahigkeit einen
Aktivierungsschritt vor Beginn der Replikationszyklen von 15 min bei 95°C. Dieser

wird somit jeder Versuchsreihe vorangestellt.

Die Primerkonzentration von 3,3 uM fiir alle Primer wurde durch mehrere
vergleichende Versuche bei bekannter cDNA-Konzentration als optimale
Konzentration ermittelt, indem ein Kompromiss zwischen moglichst geringen
Falschprodukten wie Primer-Dimeren (sichtbar in der Schmelzkurvenanalyse), bei

gleichzeitig akzeptabel spatem Produktanstiegszyklus (Cp) eingegangen wurde.
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Nach Vorlage von 11,5pul des Mastermixes in die entsprechenden Wells, wurde
durch die Zugabe von 1 pl cDNA der zu untersuchenden Niere das
Reaktionsgemisch komplettiert. Dabei wurden die Primer fiir die zu
untersuchende Zielgensequenz und dazu als interne Referenz die Gensequenz fiir
B-Aktin, an jeweils zwei Tieren fiir jede Behandlung, pro Versuchsdurchlauf

gemeinsam auf einer Reaktionsplatte repliziert.

Pro Nierenprobe wurden fiir jede gesuchte Zielgensequenz und die

Referenzgensequenz jeweils Triplets erstellt und deren Cp-Werte gemittelt.

Als Negativkontrolle wurde bei jeder Niere ein weiteres Reaktionsgemisch ohne
DNA-Template angelegt, um eventuelle bis dahin entstandene Kontamination

aufzudecken.

Von optimalen Replikationsbedingungen ausgehend, und auf die verschiedenen
Primer optimiert, wurde folgendes Temperatur-Zyklus-Schema programmiert:

(Beispiel mit 20 Replikationszyklen, siehe Abbildung 5)

00000 0152 122 e 0374 14500 05212 1537 10640
Estimated Time [h:mm:gs)

Abbildung 5: Temperatur-Zyklus-Schema der PCR. Beispiel mit 20 Zyklen. Der
Temperaturverlauf ist rot dargestellt. Die jeweiligen Messpunkte sind griin. Initial sind 15
min bei 95°C fiir die Aktivierung der Polymerase notwendig, danach erfolgt das Annealing
bei 54°C und die Replikation bei 72°C fiir jeweils 30 sec. Im direkten Anschluss folgt die
Fluoreszenzmessung (griiner Punkt). Zum Schluss wird unter kontinuierlicher
Temperaturerhéhung und stdndiger Fluoreszenzmessung tber 15 min der
Schmelzkurvenverlauf generiert.

Dabei wurden die Temperatureinstellung, die Fluoreszenzmessung und die

Datenspeicherung von der Software automatisch durchgefiihrt.
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3.2.4.6.3 Auswertung

Bevor die quantitative Analyse durchgefiihrt werden kann, miissen die
entstandenen DNA-Produkte qualitativ bewertet werden, um zum Beispiel die
Bildung von Primer-Dimeren oder irregular gebildete Nukleotidsequenzen als
Fehlerquelle auszuschliefRen. Dafiir wurde im Anschluss an die Replikation die

bereits erwahnte Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt.

Hierfiir wurde nach dem letzten Replikationszyklus das Reaktionsgemisch erst auf
37°C abgekiihlt, um moglichst alle komplementiren Replikationsprodukte
zusammen zu lagern. Danach wurde, unter kontinuierlicher Fluoreszenzmessung,
die Temperatur tiber 15 Minuten linear bis auf 95°C erhoht. Die Fluoreszenz sinkt
dabei typischerweise langsam weitgehend linear ab, um dann, beim Erreichen der

Schmelztemperatur Tm eines Produktes, recht rasch abzufallen.

Da die DNA-Produkte abhidngig von ihrer Linge und Zusammensetzung bei
verschiedener = Schmelztemperatur dissoziieren, ldsst sich iiber den
Schmelzkurvenverlauf zeigen, ob ein, oder mehrere verschiedene DNA-Produkte
endstanden sind. Aufierdem ldsst sich aus der Position des steilsten
Fluoreszenzabfalls die spezifische Schmelztemperatur Tm, und somit

ndaherungsweise die Produktlange abschatzen (siehe Abbildung 6).

Melting Curves

40 45 50 55 80 65 70 75 g0 85 90 95
Temperature (*C)

Abbildung 6: Beispiel eines Schmelzkurvenverlaufs von jeweils 13 Produkten der NGAL-und
der B-Aktin-Sequenz, sowie vier Negativkontrollen. Blot mit Roche LightCycler® 480 Software
erstellt.
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Die exakte Bestimmung der jeweiligen Schmelztemperaturen Tmy erfolgt durch die
Auftragung der Anderungsgeschwindigkeit der Fluoreszenz nach der Temperatur
(d/dT), dargestellt in Abbildung 7. Sie ist dabei definiert als die Temperatur, bei
der 50% der gesuchten DNA dissoziiert sind.

Melting Peaks

6.2761
5.676
5,076
4,476
3,876
3.276
2676

2076

-((/dT) Fluorescence (483-533)

1.476-

0.8761

0276] g5

03d®

40 45 50 55 80 65 70 75 g0 85 50 35
Temperature [*C)

Abbildung 7: Ableitung (d/dT) der Schmelzkurve aus Abbildung 6 nach der Temperatur. Die
verschiedenen Maxima der Schmelzkurve fiir die Genomsequenzen von NGAL und B-Aktin bei
ca. 83°C und 88°C sind gut zu erkennen.

Die geringen Maxima der Negativkontrollen sind durch die Bildung von Dimeren
und Ketten aus Primern, welche sich bei vielen Zyklen und in Abwesenheit von
DNA immer zu einem gewissen Anteil bilden, zu erklaren. Sie haben in dem
geringen Ausmaf3, wie es im Beispiel zu erkennen ist, aufgrund ihrer relativen
Konstanz tliber die Versuche hinweg, nur sehr geringe Auswirkungen auf das

Ergebnis.

Mit der dadurch gewonnenen Gewissheit iiber die DNA-Produkte ladsst sich die

quantitative Auswertung durchfiihren.

Das Prinzip der quantitativen Analyse am Real-Time-PCR-Gerat beruht auf der
vergleichenden Betrachtung der Fluoreszenzanstiege. So ist ein Anstieg in einem
friithen Zyklus, bei sonst identischem Probeninhalt, gleichbedeutend mit einem

hoheren Template-Ausgangsgehalt als ein Anstieg in einem spaten Zyklus. Da zu
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Beginn der Amplifikation von einer Verdopplung des DNA-Gehalts in jedem Zyklus
ausgegangen werden kann, ldsst sich iiber den Anstiegszyklus auf die relative
Anzahl an Zielgenen in der cDNA der verschiedenen Proben riickschliefien. Im

Idealfall folgt die Replikation zu Beginn der Formel:

N, = Ny x E*
(Formel 1)

(Wobei Ny die Zielgensequenzmenge zum Zyklus x, No die Zielgensequenz-

Ausgangsmenge, x die Anzahl der Zyklen und E die Effizienz ist) [69]

Fiir eine jeweils um den Faktor 10 verdiinnte cDNA Probenreihe mit 5 Proben
ergibt sich dann beispielhaft das Bild in Abbildung 8. Durch die Umstellung der

obigen Formel folgt daraus dann bei einer angenommenen idealen Effizienz E = 2

(siehe unten) ein mittlerer Abstand von nz;z3,319 Zyklen fiir die

log(2)

Verzehnfachung der replizierten Sequenz.

Fluorescence History
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Abbildung 8: Beispiel einer cDNA Verdiinnungsreihe mit 3-Aktin als Zielgen im Verhdltnis
1:1; 1:10; 1:100; 1:1000; 1:10000. Die Reihe beginnt links mit 1:1. Die
Fluoreszenzentwicklung nach der exponentiellen Phase bleibt fiir Verhdltnisberechnungen
irrelevant.

Dabei wurden die Konzentrationen der jeweiligen Zielsequenzen (NGAL, KIM-1,

OPN und TN-C, in diesem Zusammenhang ,Target‘ genannt, allgemein
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»~Amplifikate“) nicht direkt zwischen behandelten und unbehandelten Nieren
verglichen, sondern sie wurden mit einem ,Housekeeping“ Gen, (hier ,Reference”
genannt, in diesem Fall 3-Aktin, siehe auch Abschnitt 3.2.4.4), das moglichst
ubiquitdr und unabhéngig von Behandlungen exprimiert wird, in Relation gesetzt,
und erst dieser sich ergebende Quotient der verschiedenen Proben, verglichen

(,Normalisierung):

. . . , Konz.(target,behandelt) X Konz.(target,unbehandelt)
normalisiertes Verhiltnis = -
Konz.(reference,behandelt) Konz.(reference,unbehandelt)
(Formel 2) [69]

Durch das Einfiigen eines Referezgens und der Bildung des Quotienten zu einer
Probe eines unbehandelten Tieres wird es einerseits tiberfliissig, die vorliegenden
absoluten Konzentrationen zu kennen, andererseits werden eine Reihe von
Fehlerquellen eliminiert, wie z.B. unterschiedliche Ausgangsmengen an cDNA,
mogliche Degradierung der RNA noch vor der Transkription, Unterschiede in der

Probenqualitat, Unterschiede bei der cDNA-Synthese.

Durch den Quotienten nicht eliminiert bleibt jedoch die Effizienz E [70]. Sie hat, je
nach Starke der Abweichung vom Idealwert 2, einen mehr oder minder grofien
Einfluss auf die Verhaltnisberechnung. Der Einfluss ist bei geringen Abweichungen
vom Wert 2 sehr klein bis vernachldssigbar, steigt jedoch bei grofderen
Abweichungen stark an [70, 71][siehe auferdem Formel (1)]. Sie muss daher fiir
jede Zielsequenz individuell berechnet werden. Die sehr anschauliche Berechnung
der Effizienz E mittels einer Standardreihe mit mindestens drei Verdiinnungen um
jeweils eine Zehnerpotenz, wie oben beschrieben, ist inzwischen von einer

genaueren Methode abgeldst worden [70].

Nach Ramakers et al. [72] lasst sich die Effizienz aus der mittleren Steigung der
Fluoreszenzkurve in der exponentiellen Phase berechnen. Diese wird durch den
ersten Anstieg liber die Hintergrundfluoreszenz ,baseline” und dem Maximum der
zweiten Ableitung, welche auch den Cp-Wert darstellt (siehe unten), eingegrenzt.
Aus der mittleren Kurvensteigung der Fluoreszenz lasst sich auf die mittlere
Effizienz in der exponentiellen Phase der Replikation zuriickrechnen (siehe

Abbildung 9).
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Zur Berechnung: Durch Logarithmieren der Formel (1) erhalt man
log N, =logNy + x *logE
Nach dem Replikationszyklus x aufgelost ergibt sich die Form

( 1 ) log N. + log N,
= —|—— =
x logE 08 Mo log E

Der Replikationszyklus x ist somit eine lineare Funktion der Steigung

1
m_logE

und, umgestellt, die Effizienz E somit iiber E = 10Y/™ berechenbar [70]. Die
Steigung m ldsst sich graphisch durch die Bildung einer Tangente an die

Fluoreszenzkurve auslesen (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Beispielhafte Tangente (blau) an den Fluoreszenzverlauf durch den Punkt A
mit der Steigung m= 3,48. Die Effizienz im Punkt A wdre hier nach E=100/m = 1,94.

Zeichnung mit Mathegrafix® erstellt.
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Die Mittelung der verschiedenen Werte fiir die Steigung m von vielen Tangenten
im Bereich zwischen der Baseline und dem Maximum der 2. Ableitung der

Fluoreszenzverlaufskurve ergibt dann die gesuchte mittlere Effizienz E.

Diese Effizienz E ist dabei maf3geblich von der Wahl der zu replizierenden Ziel-
oder Referenzsequenz (durch die Primer definiert) abhédngig, nicht jedoch z.B. von

der cDNA-Ausgangsmenge oder von dem spater berechneten Cp-Wert. [70]

Diese Methode ist deutlich weniger fehleranfillig als die Berechnung iiber eine
Standardreihe, die z.B. durch Pipettierungenauigkeiten eine grofdere Streuung der
Effizienzen bedingt. Aufderdem werden probenspezifische Inhibitoren der PCR
(z.B. Verunreinigungen mit genomischer DNA, Protein oder anderem organischen
Material aus dem Aufreinigungsprozess wie z.B. Phenol) welche die Effizienz
negativ beeinflussen, direkt in die Berechnung der Effizienz miteinbezogen. Die
Methode der mittleren Steigung liefert deshalb nachgewiesenermafien besser
reproduzierbare Daten [70, 73]. Die Berechnung wurde mit dem Programm

LinRegPCR [72, 74] durchgefiihrt.

Ein weiteres Problem stellt die exakte Festlegung des Anstiegszyklus (Cp - fir
crossing point) dar. Wurde in alteren Arbeiten noch ein Fluoreszenzschwellenwert
(threshold) festgelegt , der iiberschritten werden musste (hier nicht dargestellt)
[75, 76], oder als Weiterentwicklung der Methode, der Schnittpunkt der Tangente
an der steilsten Verlauf der Kurve, mit dem Niveau der Hintergrundfluoreszenz, als
Cp festgelegt, (Fit point-Methode, Abbildung 10) [76], so wird inzwischen haufiger,
und so auch in dieser Arbeit, eine andere Definition fiir den Anstiegszyklus (Cp)
zugrunde gelegt: das Maximum der 2. Ableitung der Anstiegskurve (,second

derivative maximum®, Abbildung 11) [69, 73].

Diese Methode ist der Fit point-Methode insofern iiberlegen, als dass das
Maximum der zweiten Ableitung nicht von einem festgelegten
Fluoreszenzschwellenwert abhangt, sondern da liegt, wo der Kurvenverlauf am
ehesten der Exponentialfunktion Nx = No * EX, und somit (idealerweise) der
Verdopplung der DNA zu jedem Zyklus x, folgt. So bleiben stérende Faktoren wie
ungleiche oder iiber den Versuchsverlauf inkonstante Ausgangs- und/oder

Hintergrundfluoreszenzen ohne Einfluss und die manuelle Abschiatzung der
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Hintergrundfluoreszenz, des Signal-Rausch-Verhaltnisses und des Beginns der
exponentiellen Phase, welche fiir die Berechnung der Fit points nétig ist, entfallt.

Auflerdem kann der Vorgang kann automatisiert durchgefiihrt werden [73, 77].

y
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Abbildung 10:Ermittlung des Crossing points Cp mit der (alten) Fit point Methode.
Schinttpunkt der blauen Tangente an die Wendestelle der Fluoreszenzkurve im Punkt A mit
der griinen threshold-Linie. Zeichnung mit Mathegrafix® erstellt.
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Abbildung 11: Bestimmung des Crossing point (Cp) mit der Methode ,second derivative
maximum®. Der Cp-Wert ist die Zyklenanzahl am Maximalwert der zweiten Ableitung des
Fluoreszenzverlaufs. Griin: 2. Ableitung (zur besseren Darstellung in y-Richtung vierfach
liberzeichnet) der Fluoreszenzkurve (rot). Zeichnung mit Mathegrafix® erstellt.

Es ergibt sich somit aus den beiden oben genannten Formeln (1) und (2) die
folgende Gesamtformel zur Berechnung der relativen Expression aus den Cp-
Werten, wobei fiir die Effizienz E fiir jede Gensequenz der mit LinRegPCR

errechnete Wert eingesetzt wurde:

ECp (target,behandelt) ECp (target,unbehandelt)

normalisieres Verhaltnis R = ECp(referencebehandelt) - ECp(target,unbehandelt)

Das normalisierte Verhaltnis R ist, wie oben beschrieben, durch die Bildung des
Quotienten zum Referenzgen unabhdngig von Variationen der cDNA-

Ausgangsmenge oder der RNA-Ausgangsqualitiat der verschiedenen Proben.
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Es ermoglicht als Ergebnis somit einen direkten Vergleich der Expression der
mRNA-Vorstufen der vier untersuchten Schiadigungsmarker KIM-1, NGAL, OPN

und TN-C im Nierengewebe der Ratten.

Mindestens eine Negativkontrolle ohne ¢cDNA wurde jedem Versuchsdurchlauf
beigefiigt, um versehentliche Kontamination des Mastermixes mit fremdem
genetischem Material auszuschlief3en. Als Positivkontrolle diente die mit Cisplatin

intraperitoneal und 2 Tage prafinal behandelte Gruppe 6 der Tiere.

Die Akquirierung der Rohdaten erfolgte durch die LightCycler® 480 Software.
Ausgegeben wurde eine Tabelle mit den Fluoreszenzmesspunken zu den
jeweiligen Zyklen. Daraus wurden die Effizienzen mit LinRegPCR, Ver. 2015 [74]
berechnet. Das Verhaltnis Target/Reference und das normalisierten Verhaltnis
konnten daraufhin mit REST© 2009 von Pfaffl et al. [76] berechnet werden. Die
Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft® Excel 2010 (Microsoft

Corporation).

3.2.4.6.4 Statistische Auswertung

Die Effizienz wurde fiir jede Probe einzeln berechnet. Zur weiteren Berechnung
wurden die Effizienzwerte fiir die jeweiligen Gruppen von Ziel- und
Referenzgensequenzen (ACTB, Kim-1, NGAL, OPN und TN-C) gemittelt, die

Standardabweichung und der Standardfehler der Mittelwerte ermittelt.

Der statistische Standardfehler der Mittelwerte (SEM) der Effizienzen innerhalb
einer einzelnen  Gruppe eines Amplifikats (Zielgensequenz  oder
Referenzgensequenz) ist so gering (siehe 4.1 Ergebnisse Effizienz), dass sie fiir die
darauf folgenden weiteren Berechnungen vernachlassigt werden kann, und mit
dem arithmetischen Mittel als Wert fiir die Effizienz im Allgemeinen gute

Ergebnisse erzielt werden (empfohlene Vorgehensweise nach Karlen et al. 2007
[70]).

Von allen Geweben wurden, wie bereits erwdhnt, 3 technische Replikate erstellt.
Deren Cp-Werte wurden gemittelt und daraufhin mit der bereits berechneten

Effizienz fiir jede Probe jeweils das normalisierte Verhaltnis berechnet. Die daraus

erhaltenen Werte wurden dann in Gruppen zum Vergleich der Kontrolltiere mit

41



MATERIAL UND METHODEN

den behandelten Tieren herangezogen und die Verteilung statistisch analysiert

(empfohlene Vorgehensweise nach Schmittgen et al. 2008 [78])

Da fiir die Verteilung der normalisierten Verhaltnisse (,ratio”) keine Gauss'sche
Normalverteilung vorausgesetzt werden kann [76, 79], geniigt es nicht, einen
herkémmlichen parametrischen Test wie z.B. den doppelten t-Test oder den F-Test
anzuwenden um einen eventuell statistisch signifikanten Unterschied oder das
95% Konfidenzintervall einer Gruppe behandelter Tiere (mit Aldosteron,
Ald/Spironolakton, Ald/Hydralazin, Ald/Tempol und Cisplatin) im Vergleich zur
Kontrollgruppe festzustellen. Diese Tests gehen von einer Normalverteilung oder
zumindest von einer bekannten Verteilung aus und haben zudem gleiche

Standardabweichungen in den zu vergleichenden Gruppen zur Voraussetzung [80].

Es wurde deshalb in diesem Fall ein Randomisierungs- oder Permutationstest als
nicht-parametrischer Test angewandt. Dieser lauft nach dem Prinzip der
Stichprobenwiederholung (,resampling“) ab und hat als einzige Voraussetzung die

Unabhangigkeit der Stichprobendaten voneinander, was hier auch der Fall ist.

Uber eine geniigend hohe Wiederholung der Randomisierung der Daten
(,iterations®, fiir jede Berechnung wurden hier durch die Software (siehe unten)
10000 Wiederholungen durchgefiihrt) und den Vergleich der Grundgesamtheit der
bei jeder Wiederholung durchgefiihrten statistischen Tests mit einem statistischen
Test der Stichprobe, kann eine Aussage iiber das Signifikanzniveau und das 95%
Konfidenzintervall auch bei nicht normalverteilten Daten getroffen werden [76].
Dieses Verfahren wird als Randomisierungstest (,randomization test”, als ein
Unterverfahren des ,resampling” bzw. der Stichprobenwiederholung) bezeichnet
und dhnelt dem etwas bekannteren Verfahren des , bootstrapping“ fiir nicht normal

verteilte Daten [81].

Hierauf basiert der hier angewandte Test, der von Pfaffl et al. Entwickelt und
programmiert wurde (,Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Test®“ [76]).
Die Berechnung wurde mit REST® 2009 (auch Pfaffl et al.) durchgefiihrt. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Effizienz

Die Berechnung der Effizienzen fiir die einzelnen Amplifikate aus der mittleren
Steigung der Fluoreszenzkurve in der exponentiellen Phase (siehe oben) ergab

folgende in Tabelle 7 und Abbildung 12 zusammengefassten Ergebnisse:

Tabelle 7: Mit LinRegPCR ermittelte mittlere Effizienz mit der Standardabweichung und dem
Standardfehler der Mittelwerte, fiir jedes Amplifikat gruppiert berechnet.

N = Mittlere Effizienz  Standardabweichung Standardfehler der Mittelwerte

83 1,773 0,021 0,002

57 1,765 0,023 0,003

93 1,758 0,021 0,002

64 1,812 0,023 0,003

290 1,579 0,003 0,0001

Mittlere Effizienz
1,5
1
0,5
O T T T 1
Kim-1 NGAL OPN TN-C ACTB

Abbildung 12: Graphische Darstellung der Effizienzen aus Tabelle 7 mit eingezeichneter
Standardabweichung als Fehlerindikator.

Der Unterschied in der Anzahl n der einzelnen Effizienzen fiir die ersten vier
Amplifikate ist durch das Auslassen von Ausreifsern (definiert durch Abweichung
>5% vom Median) in der Effizienz begriindet. Dieses Vorgehen zur Berechnung der
mittleren Effizienz ist nach Rujiter et al. [74] notwendig, da ein guter Mittelwert

wichtiger ist, als die Abbildung jeder einzelnen Effizienz im Mittelwert.

Auch unter Einbeziehung der Ausreifder zeigt sich eine sehr hohe Konstanz der
Effizienzen iiber alle Versuche hinweg fiir die einzelnen Amplifikate (Daten nicht

gezeigt).
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4.2 Die Zielsequenzen

Die Auswertung der Versuche mittels der Roche LightCycler480® Software,
Version 1.5, LinRegPCR Version 2015, REST© 2009 und Microsoft® Excel 2010

ergab die im Folgenden gezeigten Ergebnisse.

4.2.1 Kidney Injury Molecule 1 (Kim-1)

Fir die relative Expression der mRNA des hoch sensiblen und spezifischen friih-
proximalen Tubuluszell-Schadigungsmarkers Kim-1 (Siehe 1.3.1.) ergaben sich im
Vergleich zur Kontrollgruppe die in Tabelle 8 und Abbildung 13 dargestellten

Ergebnisse:

Tabelle 8: Relative Expression von Kim-1 normalisiert auf die Kontrollgruppe (Expression der
Kontrollgruppe = 1, SEM: Standardfehler der Mittelwerte, 95% K.I.: 95% Konfidenzintervall,
P(H1): Wahrscheinlichkeit, trotz evtl vorliegendem Nulleffekt fdlschlicher Weise die
Alternativhypothese anzunehmen.)

Kidney injury molecule 1 (Kim-1)

_ n= Expression SEM im Bereich 95% K.l. P(H1) Signifikanz
Kontrole s ]
Aldosteron 5 1,246 0,685-5,439  0,143-8,557 0,782 -
CAld/Spiro 6 0,97 0,181-4,606 0,120—8,992 0,913 -
Ald/Tempol 6 0,869 0,168-3,577  0,119-8,749 0,727 -
Ald/Hydra 6 0,868 0,166-3,598 0,118-8,171 0,725 -
6
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Kontrolle n=6  Aldosteron n=5  Spironolakton Tempol n=6 Hydralazin n=6
n=6

Abbildung 13: Graphische Darstellung der relativen Expression von Kim-1 auf die
Kontrollgruppe normalisiert. Die Fehlerindikatoren (schwarze Balken) geben den Bereich
des Standardfehlers der Mittelwerte an.
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4.2.2 Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL)

Fiir die relative Expression der mRNA des Nierenschiadigungsmarkers aus den
proximalen Tubuluszellen, NGAL (Siehe 1.3.2.), ergaben sich im Vergleich zur

Kontrollgruppe die in Tabelle 9 und Abbildung 14 dargestellten Ergebnisse:

Tabelle 9: Relative Expression von NGAL auf die Kontrollgruppe normalisiert (Expression der
Kontrollgruppe = 1, SEM: Standardfehler der Mittelwerte, 95% K.I.: 95% Konfidenzintervall,
P(H1): Wahrscheinlichkeit, trotz evtl. vorliegendem Nulleffekt filschlicher Weise die
Alternativhypothese anzunehmen.)

Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL)

_ n= Expression SEM im Bereich 95% K.I. P(H1) Signifikanz
Kontole 6 1
Aldosteron 6 0,482 0,122-1,618 0,054 - 7,147 0,266 -
CAld/spiro 6 0,544 0,122-2,077  0,068—-11,968 0,441 -
Ald/Tempol 6 0,857 0,134-5,046  0,060-11,525 0,769 -
Ald/Hydra 6 0,576 0,108-2,398 0,059 - 8,525 0,359 -

6

NGAL
5

relative Expression
w

1 |

I = wm H

Kontrolle n=6  Aldosteron n=6  Spironolakton Tempol n=6 Hydralazin n=6
n=6

Abbildung 14: Graphische Darstellung der relativen Expression von NGAL auf die
Kontrollgruppe normalisiert. Die Fehlerindikatoren (schwarze Balken) geben den Bereich
des Standardfehlers der Mittelwerte an.
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4.2.3 Osteopontin (OPN)

Fiir die relative Expression der mRNA des renalen Inflammations- und
Fibrosemarkers Osteopontin (siehe 1.3.3.) im Vergleich zur Kontrollgruppe

ergaben sich die in Tabelle 10 und Abbildung 15 dargestellten Ergebnisse:

Tabelle 10: Relative Expression von Osteopontin auf die Kontrollgruppe normalisiert
(Expression der Kontrollgruppe = 1, SEM: Standardfehler der Mittelwerte, 95% K.I: 95%
Konfidenzintervall, P(H1): Wahrscheinlichkeit, trotz evtl vorliegendem Nulleffekt
filschlicher Weise die Alternativhypothese anzunehmen.)

Osteopontin (OPN)
_ n= Expression SEM im Bereich 95% K.I.  P(H1) Signifikanz
Konwolle 6 ]
Aldosteron 6 1,362  0971-1,784 0,808-2,150 0,045 -
Ald/Spiro 6 1,192 0,947-1,51 0,752-1,651 0,11 -
Ald/Tempol 6 1,087 0,787-1,428 0,641-1,717 0,511 -
Ald/Hydra 6 1,316  0874-1,931 0,755-3,321 0,161 -
2,5 .
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Abbildung 15: Graphische Darstellung der relativen Expression von Osteopontin auf die
Kontrollgruppe normalisiert. Die Fehlerindikatoren (schwarze Balken) geben den Bereich
des Standardfehlers der Mittelwerte an. * p<0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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4.2.4 Tenascin-C (TN-C)

Fliir die relative Expression der mRNA des renalen Fibrose- und
Gewebeumbaumarkers Tenascin-C (siehe 1.3.4.) im Vergleich zur Kontrollgruppe

ergaben sich die in Tabelle 11 und Abbildung 16 dargestellten Ergebnisse:

Tabelle 11: Relative Expression von Tenascin-C auf die Kontrollgruppe normalisiert
(Expression der Kontrollgruppe = 1, SEM: Standardfehler der Mittelwerte, 95% K.I.: 95%
Konfidenzintervall, P(H1): Wahrscheinlichkeit, trotz evtl vorliegendem Nulleffekt
falschlicher Weise die Alternativhypothese anzunehmen.)

Tenascin-C (TN-C)

_ n=  Expression SEM im Bereich 95% K.I. P(H1) Signifikanz
Kontrolle 4 1
Aldosteron 4 0,808 0,498-1,178  0,413-2,170 0,47 -
CAld/Spiro 4 1,038 0,761-1,581  0,496-1,986 0,834 -
Ald/Tempol 4 1,058 0,674-1,562  0,610—2,170 0,792 -
Ald/Hydra 4 0,995 0,774-1,533  0,545-1,727 0,992 -
1,8
Tenascin-C
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der relativen Expression von Tenascin-C auf die
Kontrollgruppe normalisiert. Die Fehlerindikatoren (schwarze Balken) geben den Bereich
des Standardfehlers der Mittelwerte an.

Bei der Untersuchung auf Tenascin-C konnten im Gegensatz zu den anderen
Amplifikaten Kim-1, NGAL und OPN aufgrund von technischem Datenverlust nur

n=4 anstatt n=6 Tiere einbezogen werden.
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4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Signifikant verschieden von der Kontrollgruppe (P(H1) <0,05) ist in dem
vorgestellten Versuch eine Gruppe: die Gruppe der mit Aldosteron behandelten

Tiere, bei Betrachtung des Osteopontins (Tabelle 12).

Tabelle 12: Darstellung der einzigen signifikant von der Kontrollgruppe verschieden
exprimierten Gruppe, untersucht auf Osteopontin. (Expression der Kontrollgruppe = 1, SEM:
Standardfehler  der  Mittelwerte, 95% Kl: 95%  Konfidenzintervall — P(H1):
Wahrscheinlichkeit, trotz evtl vorliegendem Nulleffekt die Alternativhypothese
anzunehmen.)

Behandlung n= Expression SEM im Bereich 95% K.l. P(H1)
_ 6 1,362 0,971-1,784 0,808 — 2,150 0,045

Wie urspriinglich zu erwarten war (siehe 1.3.3.), ist Osteopontin in der Gruppe der
mit Aldosteron behandelten Tiere signifikant hoher exprimiert als in der Kontrolle.

Der Effekt ist jedoch nicht sehr grof3.

Die tbrigen Ergebnisse bei der Betrachtung des Osteopontins, sowie die
Ergebnisse der Betrachtungen von Kim-1, NGAL und Tenascin-C erreichen das
Signifikanzniveau P(H1) <0,05 nicht, teilweise liegen sie sehr weit davon entfernt,
bis hin zu P(H1) = 0,992 in der Gruppe der mit auf Tenascin-C untersuchten und

Hydralazin behandelten Tiere.

Die Ursache hierfiir liegt in der breiten Streuung der Ergebnisse innerhalb einer
Gruppe von behandelten Tieren, also der interindividuellen Streuung, kombiniert
mit der Stichprobengréfie, mit daraus resultierender hoher Standardabweichung,
somit auch einem hohen Standardfehler der Mittelwerte und in der Folge einem

breiten 95% Konfidenzintervall.

Abbildung 17 zeigt am Beispiel von NGAL die Streuung der Ergebnisse bei den
einzelnen Tieren der mit Hydralazin behandelten Gruppe mit eingezeichnetem
Standardfehler (SEM) der technischen Replikate. Zur Normalisierung wurde hier

die einzelne Gewebeprobe N49K hinzugefiigt.

Wichtig zu erwdhnen ist hier, dass der Standardfehler der Mittelwerte (SEM) der
technischen Replikate, wie man in Abbildung 17 an den Fehlerindikatoren sieht,

nicht der Ursprung fiir die hohe Varianz des Gesamtergebnisses ist. Diese beruht
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vielmehr auf der Inhomogenitat innerhalb einer Behandlungsgruppe von Tieren,

wie hier gut zu erkennen ist.

2
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Abbildung 17: Varianz bzw. Inhomogenitdit der Ergebnisse innerhalb einer Gruppe von Tieren, hier
Beispielhaft fiir die mit Hydralazin behandelte und auf NGAL untersuchte Gruppe. Ganz links ein Tier
aus der Kontrollgruppe zur Normalisierung (rel. Expression = 1). Die Fehlerindikatoren geben hier, im
Gegensatz zu den vorherigen Abbildungen, die Standardfehler der jeweiligen technischen Replikate an.

Ahnlich breit ist die Streuung auch bei den auf Kim-1 und Tenascin-C untersuchten

Tiere durch alle Behandlungsgruppen hinweg.

Einzig bei Osteopontin blieb die Streuung der Ergebnisse fiir alle Gruppen in etwas

engeren Grenzen.
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5 Diskussion

5.1 Einfithrung

Die hier prasentierten Ergebnisse sind notwendigerweise aufgrund der grofien
Standardfehler genauer zu betrachten. Eine einfache Interpretation mit

offensichtlichem Ergebnis ist nicht erkennbar.

Gut erkennbar ist, dass grofdtenteils die Streuung auf die verschiedenen Ergebnisse
innerhalb einer Behandlungsgruppe von Tieren zuriick zu fiihren ist und nicht

etwa, wie oben bereits erwahnt, auf die Streuung der technischen Replikate.

Es ist dadurch in den Gruppen Kim-1, NGAL und TN-C keine statistisch signifikante
Aussage uber Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe moglich. Auch innerhalb der
Kontrollgruppe war die Streuung bei den untersuchten Genen grof3. Lediglich fiir
OPN sind grenzwertig signifikante Ergebnisse bei geringer Effektstarke feststellbar
(siehe Ergebnisse Kap. 4.2.3).

Die zentrale Frage ist also die Frage nach der Ursache der grofien Streuung
innerhalb einer Behandlungsgruppe von Tieren. Sie ldsst sich durch eine Reihe

verschiedener Hypothesen, die im Folgenden aufgefiihrt werden, erértern.

5.1.1 Zur Planung

Zunachst einmal scheinen, aufgrund der hohen Standardfehler, entweder der
notige Stichprobenumfang unterschitzt, oder die vermutete Effektstarke
liberschatzt worden zu sein. Die Planung des Versuchs in der hier durchgefiihrten
Form ist aber auf der Grundlage bekannter Publikationen gerechtfertigt, da der
bereits vorbeschriebene analoge Versuch mit DOCA-behandelten Tieren [10] eine
deutlich hohere Effektstirke (bis zu 400-fach) erwarten liefs. Unter den fiir diesen
Versuch abgemilderten Bedingungen war die Effektstarke zwar geringer, jedoch in
vergleichbarer Gréfienordnung erwartet worden. Die urspriingliche Planung des

Stichprobenumfangs war somit gerechtfertigt.
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5.1.2 Weitere Mafdnahmen

Um grobe Pipettierfehler oder andere bisher unerkannte Fehlerquellen z.B. bei der
RNA-Isolierung oder der cDNA Replikation, oder unbemerkte eventuelle
Verunreinigungen mit RNase auszuschliefen, wurde stellvertretend fiir alle
Amplifikate am Beispiel NGALs eine Versuchswiederholung des gesamten
Versuchablaufs von der RNA-Isolierung bis hin zur RTqPCR-Auswertung
durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Es zeigten sich hierbei Unterschiede nur im
Groflenbereich der Standardfehler der technischen Replikate. Die grobe
Beeinflussung der Ergebnisse durch unerkannte oder andere, dem Zufall
unterliegende Storfaktoren kann somit insgesamt als unwahrscheinlich angesehen

werden.

5.2 Analyse moglicher Ursachen

5.2.1 Uberblick

Es ist daher eine sorgfiltige Uberpriifung aller potentiellen Einflussfaktoren auf die
Streuung der Ergebnisse zur Ermittlung der Ursache notwendig. Die folgenden

Aspekte sollen genauer betrachtet und kritisch analysiert werden:

e RTqPCR Ablauf:
o Wahl des Referenzgens
o Anzahl der Referenzgene
o PCR-Inhibitoren
e Die mRNA
o Qualitatskontrolle der mRNA
o mRNA und Proteinexpression
e Evtl. vorhandene Vorschadigung der Nieren mancher Tiere
e Die Rolle von DOCA im Vergleich zu Aldosteron

e Istdie Streuung der Ergebnisse normal?
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5.2.2 RTqPCR Ablauf
5.2.2.1 Wahl des Referenzgens

5.2.2.1.1 Maogliche Interaktionen

Das in diesem Versuch ausgewdhlte Referenzgen [3-Aktin am Rattenmodell ist ein
etabliertes Referenzgen in zahlreichen Publikationen seit dem Beginn der relativen
Quantifizierung mittels qPCR. Als Strukturprotein aller eukaryotischer Zellen ist es
essenzieller Bestandteil des Zytoskeletts und in seiner relativ hohen, sowie
weitgehend Zellmetabolismus-unabhdngigen Expression als Referenzgen immer
wieder verwendet worden. Nichtsdestotrotz wird aber auch die [-Aktin-
Expression dynamisch reguliert und kann von einer Behandlung oder Erkrankung
beeinflusst sein. Die Eignung und Unabhangigkeit muss also fiir jede spezifische
Behandlung aus Vorversuchen bekannt sein oder noch untersucht werden. So ist
z.B. bereits bekannt, dass bei RTqQPCR Untersuchungen von genetischem Material
aus Zellkulturen (im Gegensatz zu Gewebeproben) [(-Aktin als internes
Referenzgen nicht geeignet ist, da seine Replikation in der RTqPCR durch das bei
Zellkulturen verwendete Matrigel dosisabhdngig inhibiert wird [82]. Zur
Aufbereitung der hier verwendeten Gewebeproben wurde kein Matrigel

verwendet.

Unabhangig hiervon konnen bei geringfiigiger Kontamination der Probe mit
genomischer DNA recht haufig 3-Aktin-Pseudogene koamplifiziert werden, welche

dann die B-Aktin Expression hoher erscheinen lassen als sie ist [83].

Nachdem sich (-Aktin im Vorversuch mit DOCA-, und somit mit methodisch
ahnlich behandelten Tieren bewahrt hat [10], wurde es auch im hier
beschriebenen Versuch eingesetzt. AufRerdem bewegt sich die absolute Streuung
der B-Aktin Expression tiber alle Versuche hinweg trotz der evtl. unterschiedlichen
eingesetzten mRNA-Mengen, und somit cDNA Konzentrationen ,nur“ im Bereich
der 2,5-fachen Expression zwischen den Extremen, was bereits fiir sich ein guter
Wert ist, somit kann sie die bis zu 20-fachen Expressionsunterschiede innerhalb

einer Gruppe gleichbehandelter Tiere nicht erklaren.
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5.2.2.1.2 Maogliche Sekundarstrukturen

Weiterhin muss beachtet werden, dass ein Referenz- oder Zielgen wahrend der
Replikation evtl. Sekundarstrukturen bilden kann, welche dann im darauf
folgenden Zyklus die Effizienz der PCR beeintrachtigen kénnen und die Expression

geringer erscheinen lassen als sie ist.

Aber auch die mogliche Bildung von Sekundarstrukturen fallt hier nicht ins
Gewicht, da diese sich gleichermafien auf alle untersuchten Tiere einer
Behandlungsgruppe auswirken wiirde. Sie gewinnt ihre Bedeutung erst bei der
vergleichenden Betrachtung von Referenz und Zielgenen und ihr Einfluss auf die
relative Expression wird tiber Effizienzberechnung ermittelt und korrigiert (siehe

3.2.4.6.2 Durchfiihrung).

Die Bildung von Sekundarstrukturen bei den Primern noch vor der Replikation
hatte grofdere Auswirkungen und wiirde die RTqPCR deutlich beeintrachtigen bis
hin zur Verhinderung einer effektiven Replikation. Deshalb wurden sie gesondert

darauf hin untersucht und fiir geeignet befunden (siehe 3.2.4.4.2 Primer).

5.2.2.2 Anzahl der Referenzgene

Die kritische Rolle der Anzahl der Referenzgene wurde bereits mehrfach in der
Literatur beschrieben. Es ist eine elegante Methode, bei Versuchen in denen die
Behandlung die Expression eines Referenzgenes beeinflusst, eine feste
Kombination aus Referenzgenen zu ermitteln, deren mittlere Expression dann
einen relativ stabilen Wert annimmt und somit die erhaltenen Werte weitgehend
unabhédngig von einer eventuellen Beeinflussung durch die Behandlung sind [84-
86]. Diese Kombinierung von Referenzgenen setzt sich immer haufiger gegeniiber
der Verwendung eines einzelnen Referenzgenes durch und ist vor allem fir die
exakte Bestimmung der absoluten Expression eines Zielgens von grofder
Bedeutung (z.B. im klinischen Umfeld bei der Bestimmung der Viruslast von z.B.

HI-Viren im Blut).

Aber auch hier gilt, wie oben bereits beschrieben, dass damit die Varianz und
Inhomogenitiat der Ergebnisse innerhalb einer Behandlungsgruppe nicht erklart

werden kann. Und genauso gilt auch hier, dass die Streuung der Expression des
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Referenzgens iiber alle Versuche hinweg deutlich unter der Streuung der relativen
Expression eines Zielgens innerhalb einer Gruppe liegt (siehe oben, 5.2.2.1.1.) und
somit als Ursache fiir die breite Streuung der Zielgenexpression nicht in Frage

kommt.

Auch nach den MIQE Guidelines (Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments) nach Bustin et al. 2009 [87] ist die
Verwendung mehrerer Referenzgene im Fall einer gleichmafdigen Expression eines
Referenzgens nicht notwendig, da somit gezeigt ist, dass die Behandlung keinen

Einfluss auf die Expression der Referenzgene hatte.

5.2.2.3 PCR Inhibitoren

Eine Reihe von Stoffen, die sich zu Beginn der RTqPCR evtl. in der Probe befinden,
koénnen die Polymerase bei der Replikation mehr oder weniger stark
beeintrachtigen, abhdngig vom Stoff und von dessen Konzentration. Zu den
Inhibitoren gehoéren vor allem Substanzen aus dem RNA-Aufreinigungsprozess,
wie z.B. Phenole oder Salze, genauso wie biologische Reste aus dem Gewebe wie
Harnstoff, Hamoglobin, Immunglobulin G oder auch genomische DNA [87-90].
Solche Inhibitoren, vor allem die biologischen, konnen prinzipiell in verschiedenen
Gewebeproben auch in verschiedenen Konzentrationen vorliegen. Dadurch wiirde
sich, im Gegensatz zu den beiden vorher genannten Einflussfaktoren, ein
Unterschied innerhalb einer Behandlungsgruppe von Tieren erklaren lassen.
Dieser Unterschied wirkt sich jedoch, genauso wie die oben beschriebenen
Sekundarstrukturen, primar auf die Effizienz der PCR aus. Unabhidngig davon, dass
diese spater in der Berechnung des normalisierten Verhaltnisses berticksichtigt
wird, ist sie, auch wenn man die in Tabelle 7 nicht aufgefiihrten Ausreifder
miteinbezieht, innerhalb einer Amplifikatgruppe durch alle Behandlungsgruppen
hinweg sehr stabil (der Variationskoeffizient CV liegt zwischen 0,19% und 1,62%,
der Determinationskoeffizient fallt fiir den stiarksten Ausreifder nicht unter RZ =
0,995). Damit ist nachgewiesen, dass auch evtl. vorhandene PCR Inhibitoren nur zu
einem eher geringen Anteil an der Varianz innerhalb einer Behandlungsgruppe

von Tieren beteiligt sind.
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Einen groflen Einfluss haben Inhibitoren vor allem bei Versuchen mit dem Ziel,
eine absolute Quantifizierung durch zu fiihren. Ebenso besteht ein Einfluss auf die
relative Quantifizierung, wenn Effizienzberechnung auf einer vorher erstellten
Kalibrierungsreihe (Standardreihe, siehe oben (PCR-Auswertung)) basiert, da die
Effizienz dort ,extern und nicht wie in diesem Versuch aus derselben Probe
bestimmt wird. Bei einem Versuchsaufbau mit externer Kalibrierungsreihe
missten somit die Inhibitoren zuvor mit geeigneten Methoden entfernt werden
[89]. In diesem Versuch konnte dieser Schritt aufgrund der internen

Effizienzberechnung entfallen.

5.2.3 Die mRNA

Die Herstellung der mRNA und die Messung der Endkonzentrationen fiir alle
Versuchstiere wurden nach dem gleichen, oben dargestellten Protokoll
durchgefiihrt. Dabei sind alle, fiir die einzelnen Versuchsschritte (Extraktion von
mRNA aus gefrorenem Gewebe, Aufreinigung der mRNA, Transkription in cDNA)
eingesetzten und von Fermentas und QIAGEN hergestellten Kits, explizit fiir die

weitere Quantifizierung mittels RTqPCR geeignet.

5.2.3.1 Die mRNA-Qualitat und -Integritat

Eine weitere bedeutende Rolle spielt die Qualitdt, Integritit und Reinheit der
mRNA [90-92]. So sind Verunreinigungen z.B. mit genomischer DNA von grofder
Bedeutung, da diese die replizierbare Gendosis in einer Probe erhéhen wiirde. Die

Rolle der RNA-Integritdt ist jedoch differenzierter zu betrachten.

Grundsitzlich ist mit den oben beschriebenen Protokollen, wenn zuséatzlich auf
eine geschlossene Kiihlkette geachtet, sowie die Kontamination mit RNasen
penibel verhindert wird, die hohe Qualitit und Reinheit der mRNA von
genomischer DNA oder Proteinen, auch ohne DNase-Verdau gewahrleistet [62, 63].
Dennoch kann nie zweifelsfrei ausgeschlossen werden, dass nicht doch z.B. eine

Kontamination mit RNasen stattgefunden hat.
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Die in diesem Versuch durchgefiihrte Bestimmung des Quotienten der optischen
Dichte A2g0/A260 mit dem Nanodrop® ist deswegen eine essenzielle Mafdnahme
[90]. Potentielle Verunreinigungen der mRNA mit Proteinen fallen genauso auf,
wie Konzentrationsunterschiede, welche auf eine hohergradige Degradierung oder
das Versagen der Extraktion eines Schrittes in der mRNA-Gewinnung hinweisen.
Material fiir eine weitergehende Analyse, welche z.B. auch den 18S/28S rRNA
Quotienten der mRNA in die Qualitits- und Integritatskontrolle miteinbezieht [87,
91], z.B. durch die Systeme Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA) oder Experion
(Bio-Rad, USA), stand nicht zur Verfiigung.

Es ist jedoch durch Untersuchungen von Nolan et al. 2006 [93] und Schoor et al.
2003 [94] in vergleichenden Versuchen zum Einfluss der mRNA-Qualitat und -
Integritat auf die Ergebnisse, gemessen mit der 18S/28S rRNA-Methode, gezeigt
worden: Bei Verwendung einer internen Referenz aus demselben RNA-Material
sowie bei einer gleichzeitig maximalen Lange der Amplifikate von weniger als 250
Basenpaaren ist die relative Quantifizierung von Zielgenen mittels RTqPCR bei
wenig degenerierter RNA (RNA integrity number (RIN) = 10) kaum verschieden
zur Verwendung mittelgradig degenerierter RNA (bis hin zu RIN = 4) [93].

Die Beschriankung der Beurteilung der RNA-Integritit und Menge durch die
Messung mit dem Nanodrop® stellt somit keinen Kompromiss dar, da hier beide
Bedingungen, interne Referenzen und Produktlangen unter 250 Basenpaaren,
erfiillt sind. Somit ist die Messung mit dem Nanodrop® fiir relative Quantifizierung

der RNA-Menge ausreichend.

Unabhangig von den oben genannten Ursachen fiir die Degradierung der mRNA ist
die teilweise noch bedeutendere Degradierung in vivo, da der Auf- und Abbau von
mRNA bis zum Stoffwechselstillstand der Zelle einer dynamischen Regulation
unterliegt. Diese Regulation entzieht sich dem Einfluss des Untersuchers und kann
die Ergebnisse erheblich beeinflussen [87]. In diesem Fall kann auch in vitro nicht
mehr degradierte mRNA in der darauffolgenden RTqPCR die Ergebnisse negativ

beeinflussen [95].
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5.2.3.2 mRNA und Proteinexpression

RTqPCR ist als Methode zur Quantifizierung der mRNA-Expression in der
Forschung zur Routine geworden, immer haufiger wird die Methode als Erganzung
und Untermauerung von Ergebnissen anderer Methoden gewdhlt. Haufig, und
genauso in  dieser  Arbeit, stellt sich die Frage nach der
Ribonukleinsdurenexpression mit dem Hintergrund, daraus Aussagen zur

Proteinexpression ableiten oder untermauern zu konnen [96].

Die Transkription und Proteinexpression unterliegt dabei jedoch noch weiteren
regulatorischen Mechanismen, wie z.B. der posttranslationalen Modifikation, deren
Ausmafd hauptsachlich von der Komplexitit und Funktion des transkribierten
Proteins in der Zelle abhdngt [97]. Ebenso muss unterschieden werden, ob die
eingesetzten Primer eine verschiedene Affinitat zu pra-mRNA, mit noch erhaltenen
Introns oder zu mRNA mit herausgespleifdten Introns hat. In diesem Fall miissten
die Auswirkungen auf die Proteinexpression genauer untersucht werden. In
manchen, in der Literatur beschriebenen Fallen konnte sogar eine negative

Korrelation zwischen mRNA- und Proteinexpression beobachtet werden [97].

Ein weiterer beeinflussender Faktor ist die Existenz von microRNA (miRNA),

welche sich zusatzlich auf die tatsachliche Proteintranslation auswirken kann [98].

Ein scheinbar widerspriichlicher Befund zwischen der mRNA-Expression und der
Proteinexpression ist somit nicht gleichbedeutend mit einer Fehlbestimmung,
sondern vielmehr Ausdruck der Komplexitat der Regelung der Proteinexpression

und bedarf weiterer Untersuchung.

Die genannten Aspekte sind von Bedeutung bei der weiteren Interpretation der
Rolle der mRNA-Quantitdt der gesuchten Zielgene. Diese Aspekte sollten jedoch
keinen Einfluss auf die Varianz der relativen Quantifizierungsergebnisse innerhalb
einer Behandlungsgruppe haben, da fiir alle Tiere die gleichen Primer verwendet
wurden und auch sonst gleiche Bedingungen vorlagen. Erst bei der Ableitung von
Schliissen zu entsprechender Wirkung auf die Proteinexpression miissen diese

Unterschiede genauer untersucht werden.
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5.2.3.3 Weitere Aspekte

Beim Vergleich zu dem in Referenz [10] genannten Vorversuch zur DOCA-
Behandlung, muss erwdahnt werden, dass neben der bereits genannten
abweichenden Zielsetzung und dem deutlicheren Schidigungseffekt des ersten
Versuches, eine Reihe von methodischen Unterschieden zwischen beiden
Versuchen vorlagen. So wurde, aufgrund der Durchfiihrung in einem anderen
Labor, dort eine DNase (Desoxyribunuklease I digest) eingesetzt (in dem hier
verwendeten QIAGEN-Protokoll nicht vorgesehen), die cDNA mit einem anderen
Synthesekit transkribiert (ImProm-II Kit, Promega) und die RTqPCR mit Gegensatz
zum hier beschriebenen Versuch (LightCycler 480 von Roche) mit dem ABI Prism
7700 Sequence Detector von Applied Biosystems durchgefiihrt [10]. Aufderdem
wurde im Vorversuch nicht mit SYBR Green als in die DNA interkalierendem
Farbstoff, sondern mit spezifisch an die gesuchten PCR-Produkte bindenden

TagMan Proben gearbeitet.

Diese Unterschiede stellen im Ergebnis objektiv keine qualitative Differenz
zueinander dar, allerdings ist eine Beeinflussung durch herstellerbedingte oder
laborbedingte Unterschiede in der Methode, genauso wie Differenzen in den
Durchfiihrungsprotokollen immer mdglich. Zwar kann auch hiermit die Varianz
innerhalb der Behandlungsgruppen nicht erklart werden, dennoch sollen diese

Unterschiede fir nachfolgende Interpretationen nicht unerwahnt bleiben.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, war nicht zuletzt auch die Behandlung der
Tiere etwas modifiziert worden: Im Vorversuch mit DOCA wurden die Ratten vor
Versuchsbeginn uninephrektomiert, wahrend im hier vorgestellten Versuch mit
Aldosteron den Tieren beide Nieren erhalten blieben. Die Belastung der Nieren
war somit im Gegensatz zum Vorversuch auf beide Nieren aufgeteilt (siehe auch

1.1.4).
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5.2.4 Eventuelle Vorschidigung der Nieren in vivo unter Betrachtung der

weiteren histologischen Untersuchungen

Unabhédngig von den bisher beschriebenen Einflussfaktoren muss ein weiterer
Aspekt bei jedem Versuch bedacht werden: Prinzipiell ist, ohne weitere
Untersuchungen (siehe unten), nicht auszuschliefen, dass einzelne Tiere
moglicherweise bereits vor der Behandlung nephrologisch vorgeschadigt waren.
Dies wirde sich im Idealfall durch ein gemeinsames Abweichen der
Nierenschadigungsmarker Kim-1 und/oder NGAL eines oder mehrerer
Nierenproben im Vergleich zum Kollektiv zeigen. Es kann jedoch nicht
vorausgesetzt werden, dass sich dies deutlich zeigt, da sich der Ubergang vom
physiologischen zum pathologischen Zustand fliefiend gestalten kann und

wahrscheinlich auch nicht von beiden Markern gleichermafden erfasst wird.

Riickschliisse auf solche Vorschadigungen lasst jedoch die genauere Betrachtung
der Ergebnisse der Untersuchungen von Queisser et al. zu. So wurden weitere
Gewebeproben des in dieser Arbeit untersuchten Nierengewebes (und somit
identische Proben) auch auf ihre histologische Schadigung hin untersucht [19].
Hierfiir erfolgten histopathologische Untersuchungen mithilfe der Messung des
glomeruldren Skleroseindex, des Mesangiolyseindex und des tubulointerstitiellen
Skleroseindex, @ sowie mit den die Zellschadigung anzeigenden,
immunhistochemischen Farbungen y-H2AX, 3-Nitrotyrosin, anti-NF-kB p65 und
anti-PADPR. Um apoptotische Zellen als Confounder auszuschliefen wurden die
Gewebeproben zusatzlich auf das Vorliegen der gespaltenen Caspase 3 hin
untersucht. Weiterhin wurde der oxidative Stress der Zellen mit der Bestimmung
radikaler Sauerstoffspezies (ROS) zwischen den verschiedenen Gewebeproben

verglichen [19].

Bei allen oben genannten Untersuchungen, und insbesondere auch bei der
Untersuchung auf die gespaltene Caspase 3, liegen die Standardabweichungen fiir
die verschiedenen Gewebeproben bei gleicher Behandlung in einem engen
Bereich, nicht vergleichbar mit den in dieser Arbeit vorliegenden

Standardabweichungen bei gleicher Behandlung. Diese Tatsache spricht gegen
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eine Vorschiadigung der Nieren einzelner Tiere in signifikantem Ausmafd als

Ursache fiir die Streuung der Ergebnisse.

Lediglich die hohe Sensitivitit der Marker [36, 39], bei welcher bereits eine
geringe nephrologische Vorschadigung ohne Auswirkungen auf die
Immunhistochemie fiir grofle Abweichungen geniigt, ware noch als Storfaktor
denkbar. Gerade fiir NGAL ist auferdem bekannt, dass es, aufgrund seiner grofien
Verbreitung im Korper [37] sowie seiner Eigenschaft, — allgemein - bei Infektionen
von betroffenem epithelialen Gewebe freigesetzt zu werden [36], relativ wenig
spezifisch fiir Nierenschaden ist. Hierzu passt auch, dass die grofdte Streuung der
Ergebnisse bei NGAL gefunden wurde. Ahnlich verhilt es sich auch mit dem
Tenascin, das als eher unspezifischer Marker auch andere Umbaueffekte im

Nierengewebe nachweisen konnte (siehe Einleitung).

Dennoch miisste, gerade auch bei der Betrachtung der Ergebnisse von Queisser et
al. [19], zumindest iiberlagernd eine Tendenz zur vermehrten Schadigung der mit
Aldosteron behandelten Tiere zu beobachten sein (siehe auch Abschnitt 5.2.5), was

jedoch nur bei der Betrachtung des Osteopontins der Fall ist.

5.2.5 Die verschiedenen Rollen von DOCA in Nagetieren und Menschen

Ziel des hier vorgestellten Versuchs war es, die mit der Vorstufe des Aldosterons,
DOCA, gemachten Vorversuche [10] zu tiberpriifen und zu vergleichen, ob sich die
hochsignifikanten Unterschiede in der Schadigungsmarkerexpression bei der
Behandlung mit DOCA im Vergleich zu den unbehandelten Tieren, mit Aldosteron
zumindest teilweise reproduzieren lassen, auch wenn deutlich geringere Effekte

erwartet wurden (siehe oben).

Dies ist in vergleichenden Versuchen anhand einer Reihe Methoden, unter
anderem der Analyse der Sauerstoffradikalbildung (ROS), der DNA-
Doppelstrangbriiche in der Einzelzellgelelektrophosese und mittels Untersuchung
der Antikoérper gegen das phosphorylierte Histon HZ2AX, sowie in weiteren
immunhistochemischen Untersuchungen, gezeigt worden [19] (siehe auch 5.2.4).
Dabei wurde ebenso durch die Einfiihrung einer vergleichenden vasodilatativen

Behandlung mit Hydralazin und der Anwendung des Mineralkortikoid-
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rezeptorblockers Spironolakton gezeigt, dass die nachgewiesenen Wirkungen
nicht auf einen eventuell erhéhten Blutdruck zuriickzufiihren sind, sondern der
Effekt hauptsachlich auf der genotoxischen Rolle des Aldosterons in der gewahlten

pathologischen Dosis beruht [19].

Dennoch gibt es eine Reihe von Unterschieden in der Rolle von DOCA beim
Menschen und bei Nagetieren. So ist bei Nagetieren, im Gegensatz zum Menschen,
DOCA gleichzeitig auch die direkte Vorstufe eines Hauptvertreters der
Glukokortikoide, dem Kortikosteron, welches in einem nicht geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt durch die 11-3-Hydroxylase synthetisiert wird [1], wodurch
eine veranderte direkte Wirkung auch auf den Glukokortikoidrezepor (GR)
gegeben ist [99]. Dieser konnte bei vollstindiger Aktivierung ebenso fiir die
beobachtete Genotoxizitat verantwortlich sein, und seine Rolle und sein Einfluss

auf das Ergebnis muss genauer untersucht werden.

Fir eine immortalisierte, dem proximalen Tubulus dhnliche Zelllinie (LLC-PK1)
vom Schwein wurde ein Einfluss durch die Aktivierung des
Glukokortikoidrezeptors auf das Ergebnis durch die vergleichende Betrachtung
mit dem selektiven Glukokortikoid- und Progesteronrezeptorblocker Mifepriston
bereits ausgeschlossen [11]. Gleiches wurde nachgewiesen fiir eine dem distalen

Tubulus dhnliche Zelllinie vom Hund (MDCK) [13].

Noch offen ist jedoch der Einfluss des GR in vivo bei Nagetieren. Aufderdem
beschreibt z.B. Gauer et al. die notwendige gleichzeitige Aktivierung des GR
zusatzlich zum MR zur Mediation des profibrotischen Effekts von Aldosteron in
mesangialen Zelllinien von Sprague Dawley Ratten [100], dieselben Tiere, die auch

fiir die hier vorgestellte Arbeit verwendet wurden.

Unabhéangig davon ist jedoch die inhibitorische Wirkung von Spironolakton auch
auf den Glukokortikoidrezeptor nachgewiesen, wenn auch geringfligiger als am
Mineralkortikoidrezeptor (GR: ICso = 2,4uM, gegeniiber MR: ICso = 24nM) [101].
Unter Berticksichtigung des Verteilungsvolumens im Korper der Ratte, und unter
Beriicksichtigung des ebenso aktiven Metaboliten von Spironolakton, Canrenon,
fihrten die applizierten 25mg Spironolakton pro kg Koérpergewicht zu einer

Konzentration von 60puM bzw. 60pumol/I.
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Diese fallt iber die folgenden 24h mit der Ausscheidung der Ratte ab, liegt aber
dennoch deutlich genug tiber der ICso von Spironolakton am GR mit 2,4uM, um eine

effektive Blockade von Spironolakton am GR zu ermdéglichen.

Fiir den Fall der Entfaltung der beobachteten genotoxischen Wirkung von DOCA
iiber den GR in vivo wiirde somit Spironolakton auch als GR-Antagonist seine
protektive Rolle entfalten kénnen und deshalb im Umkehrschluss bei der
Behandlung der Ratten mit Aldosteron anstelle von DOCA der beobachtete

protektive Effekt von Spironolakton entsprechend deutlich geringer ausfallen.

Dies wiirde zumindest eine deutlich abgeschwachte Wirkung von Aldosteron und
dessen Antagonisierung erkldren. Jedoch ist durch weitere Methoden,
insbesondere auch durch die der Real-time qPCR tberlegenen, oben erwahnten
histopathologischen und immunhistochemischen Untersuchungen von Queisser et
al. [19] eine signifikante Wirkung auch von Aldosteron und dessen Antagonist

Spironolakton in vivo bei Ratten eindeutig nachgewiesen worden.

Zum endgiltigen Ausschluss eines Einflusses des GR miisste in weiteren Versuchen
auch in vivo bei Ratten eine zusatzliche vergleichende selektive GR-Blockade

durchgefiihrt, und somit dessen eventuelle Auswirkungen untersucht werden.

5.2.6 Einfluss der Stichprobengrofie

Abschliefdend ist noch eine weitere, ganz zentrale Moglichkeit der Erklarung zu
betrachten: ein vorliegender, gering ausgepragter Effekt wird in der gewahlten
geringen Stichprobengrofde von der natiirlichen Varianz der Ergebnisse so deutlich
tiberlagert dass er sich aufgrund der geringen Effektstarke nur mit einer sehr viel
grofderen Stichprobengrofie nachweisen lasst. Diese Moglichkeit wiirde auch mit
der Erwartung tibereinstimmen, dass die von DOCA verursachten Wirkungen die
Wirkungen von Aldosteron deutlich tbersteigen. Im Falle der Behandlung mit
DOCA wiare dann der geringe Stichprobenumfang aufgrund der grofden
Effektstarke gerechtfertigt, wie bereits in 5.1.1 zur Planung erwahnt. Mit der bei
Aldosteron nun eventuell vorliegenden, deutlich geringeren Effektstiarke ware ein
signifikant ausfallender Nachweis der erhohten Expression der mRNA fiir

Nierenschadigungsmarker moglicherweise nur mit einem deutlich gréfderen
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Stichprobenumfang mdoglich. (Dieses Ergebnis wére vor allem bei der

Interpretation der Ergebnisse fiir Tenascin-C naheliegend.)

In diesem Fall wiare die Streuung der interindividuellen mRNA-Expressionen fiir
Nierenschadigungsmarker als natiirliche Schwankung anzusehen und ein gering
ausgepragter Effekt bleibt bei dem gewdahlten Stichprobenumfang hinter dem

y2Hintergrundrauschen der natiirlichen Schwankung der Ergebnisse verborgen.

Die Hypothese iiber die gesteigerte Expression der Nierenschadigungsmarker
durch erhohte Aldosteronspiegel kann in diesem Fall einer geringen Effektstarke
weder gestiitzt noch wiederlegt werden und bedarf zur endgiiltigen Aussage liber
den Effekt eines vergrofierten Stichprobenumfangs der untersuchten Tiere. Sie
bleibt aber insbesondere auch bei der Betrachtung der histopathologischen

Untersuchungen desselben Nierengewebes die nachstliegende Hypothese.
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6 Zusammenfassung

Die Breite der Wirkungen von Aldosteron auf Nierenzellen wurde lange Zeit
unterschatzt. Inzwischen zeigte sich ein nicht unerheblicher Anteil des
Hyperaldosteronismus an arterieller Hypertonie und ebenso mehren sich die
Hinweise auf damit assoziierter erhohter Inzidenz fiir maligne Entartung von
Nierengewebe. In dieser Arbeit wurde der Effekt von Hyperaldosteronismus auf
Nierenzellen von Ratten in vivo untersucht. Mittels real time quantitative PCR
wurden die relative Expressionsverdanderungen der mRNA von validierten
Nierenschadigungsmarkern im  Hyperaldosteronismusmodell  kontrolliert
beobachtet und statistisch ausgewertet. Anders als im analog durchgefiihrten
Vorversuch mit DOCA an der Stelle von Aldosteron, lief3 sich grofdtenteils kein iiber
der natirlichen Streuung der Daten liegender, signifikanter Effekt der
Nierenschadigung durch tberhohte Aldosteronspiegel nachweisen. Hierfir
kommen vielfdltige Griinde in Frage. Neben der technischen Variabilitit, der
Beschaffenheit der internen Kontrolle, potentiell vorhandenen Inhibitoren und der
Qualitat der mRNA, konnten eine Reihe von weiteren Griinden als Ursache fiir die
Diskrepanz zu den Ergebnissen der mit DOCA behandelten Tiere ausgeschlossen
werden. Neben der theoretischen Moglichkeit inter-methodischer Differenzen und
sich daraus ergebender Variationen, sowie der noch weiter zu untersuchenden
Rolle des Glukokortikoidrezeptors durch dessen variable gleichzeitige Aktivierung,
ist die Interpretation im Sinne eines zu gering ausgepragten Schadigungseffektes
durch den Hyperaldosteronismus fiir den gewahlten Stichprobenumfang
naheliegend. Hiermit stimmt auch die Tatsache iiberein, dass der Effekt der
Behandlung mit Aldosteron im Vergleich zur Behandlung mit DOCA von vorne

herein deutlich geringer ausfallend erwartet wurde.
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8 Anhang

8.1 Tabelle 2: In diesem Versuch eingesetzte Nierenproben mit jeweiliger Beschriftung

Tiere Nieren Y Tiere Nieren Y
CP CP2 n=2 Ald/Tempol N21T n==6
CP3 N22T
NacCl N45K n=6 N23T
N46K N24T
N47K N25T
N48K N26T
N49K Ald/Hydra N13H n==6
N50K N14H
Ald N37A n=6 N15H
N38A N16H
N39A N17H
N40A N18H
N41A
N42A
Ald/Spiro N29S n=6
N30S
N31S
N32S
N33S
N34S
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8.2 Tabelle 3: Mit dem Nanodrop® ermittelte RNA-Konzentration. Cgna ist das

arithmetische Mittel aus 3 Replikaten.

Tiere
CP

NacCl

Ald/(NaCl)

Ald/Spiro

Nieren
CP2
CP3
N45K
N46K
N47K
N48K
N49K
N50K

N37A

N38A
N39A
N40A
N41A
N42A
N29S
N30S
N31S
N32S
N33S
N34S

Crna in pg/ml

0,406
0,345
0,506
0,382
0,528
0,892
0,882
0,617
0,543
0,668
0,449
0,579
0,471
0,985
0,437
0,629
0,704
0,709
0,561
0,698

8.3 Tabelle 4: RNA-Isolat (ng/ml) und Wassermengen (ul).
2pg RNA in

Nieren
CP2
CP3
N45K
N46K
N47K
N48K
N49K
N50K
N37A
N38A
N39A
N40A
N41A
N42A
N29S
N30S
N31S
N32S
N33S
N34S

CRNA *

0,406
0,345
0,506
0,382
0,528
0,892
0,882
0,617
0,543
0,668
0,449
0,579
0,471
0,985
0,437
0,629
0,704
0,709
0,561
0,698

4,93
5,80
3,95
523
3,78
2,24
2,27
3,24
3,68
2,99
4,45
3,45
4,25
2,03
4,56
3,18
2,84
2,82
3,57
2,87

Wasser
8,57
7,7
9,55
8,27
9,72
11,26
11,23
10,26
9,82
10,51
9,05
10,05
9,25
11,47
8,94
10,32
10,66
10,68
9,93
10,63

Tiere
Ald/Tempol
Ald/Hydra
Nieren Crna *
N21T 0,424
N22T 0,514
N23T 0,511
N24T 0,323
N25T 0,622
N26T 0,632
N13H 0,522
N14H 0,576
N15H 0,845
N16H 0,641
N17H 0,517
N18H 0,925
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Nieren  Cgnain pg/ml

N21T 0,424

N22T 0,514

N23T 0,511

N24T 0,323

N25T 0,622

N26T 0,632

N13H 0,522

N14H 0,576

N15H 0,845

N16H 0,641

N17H 0,517

N18H 0,925
2pgRNAin  Wasser
4,71 8,79
3,89 9,61
391 9,59
6,19 7,31
3,22 10,28
3,17 10,33
3,83 9,67
3,47 10,03
2,36 11,14
3,12 10,38
3,22 10,28
2,16 11,34
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