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|1 EINLEITUNG

1  EINLEITUNG

1.1 Organtoxizitat als Problem in der Arzneimittelentwicklung

Der Prozess von der Entdeckung eines neuen potentiellen Arzneistoffes bis zu dessen
Zulassung ist enorm zeit- und kostenintensiv und nur sehr wenige Wirkstoffe erreichen
die Zulassung. Man geht davon aus, dass die Dauer fir die Entwicklung eines innovativen
Arzneistoffes bis zu dessen Zulassung und Produktion mindestens 10 Jahre betragt und
sich die Kosten auf ca. 1 Milliarde Dollar belaufen (DiMasi et al., 2003; Tobinick, 2009).
Nach der Entdeckung eines neuen Wirkstoffs wird dieser in der praklinischen Forschung
intensiv im Labor und tierexperimentell auf seine Wirkung und Vertraglichkeit gepruft.
Kann die Unbedenklichkeit des Stoffes in dieser Phase bestatigt werden, gelangt dieser in
die klinische Entwicklung. In dieser 3-teiligen Phase, welche die langste Zeit in Anspruch
nimmt, wird der potentielle Arzneistoff das erste Mal am Menschen geprift (Tamimi und
Ellis, 2009). In der ersten Phase wird die Pharmakokinetik des Wirkstoffes an einigen
gesunden Freiwilligen untersucht, in der zweiten die Wirksamkeit und Dosierung an einer
kleinen Anzahl erkrankter Probanden (Tamimi und Ellis, 2009). Im letzten Teil, derdritten
Phase wird der Wirkstoff dann einer groRen Gruppe erkrankter Patienten verabreicht. Im
Anschluss an die Zulassung des Medikamentes wird der Wirkstoff in der sogenannten 4.
Phase weiteren Prifungen unterzogen um so z.B. die Langzeit- und auch die
Wechselwirkung mit anderen Medikamenten zu untersuchen. Von ungefahr 10.000 neu
synthetisierten Substanzen (New Chemical Entity, NCE) erreichen etwa 100 die
praklinische Phase. Von diesen gelangen wiederum etwa 5 in die klinische Phase, wovon

nur 10 % zur Anwendung am Patienten zugelassen werden (van Gool et al., 2009) (Abb.

Identifikation YT . .
) Praklinische Forschung Klinische Entwicklung
von Wirkstoffen Zulassung
Auswahl von Sicherheitsanalyse: Phasel Phasell Phaselll Phase |V
Produktkandidaten Toxikologie, Pharmakologie
v v v
10.000 Molekile 100 Molektle 10 Molektle 5Molekile 1 Molekutl
i i } i ! >
2Jahre 5Jahre 10Jahre

Abb. 1.1 Phasen und Dauer der Arzneimittelentwicklung
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Noch bis 1991 fiihrten in der praklinischen Phase sowie der klinischen Phase 1 unglinstige
pharmakokinetische Eigenschaften bei 40 % der potentiellen Arzneistoffe zum Abbruch
der Weiterentwicklung (Hodgson, 2001; Kola und Landis, 2004). Jedoch konnte durch
Entwicklung spezieller Tests zur frihen Erfassung von ADME-Parametern (Adsorption,
Distribution, Metabolismus, Exkretion), einschliefRlich In-Silico-Tests, diese hohe Quote bis
2000 auf rund 10 % gesenkt werden (Boobis et al., 2002; Kola und Landis, 2004).
Heutzutage ist die Organtoxizitdat am Versuchstier in der praklinischen Forschung mit rund
45 % der Hauptgrund fir den Entwicklungsstopp von Arzneimitteln, gefolgt von fehlender
Wirksamkeit (30%) und Humantoxizitdt in Phase 2 und 3 (30 %) (Kola und Landis, 2004;
Suter et al., 2004). Zu diesen Zeitpunkten wurden schon viele Ressourcen in die
Entwicklung des potentiellen Wirkstoffes investiert. Daher haben pharmazeutische
Unternehmen sogenannte ,in vivo signal generation studies” in die frihe Phase der
praklinische Entwicklung integriert (Kramer et al., 2007). Dabei handelt es sich in der
Regel um Kurzzeitstudien in Ratten, die zur ldentifizierung der Dosis-limitierenden
Organtoxizitat dienen. Da alle Substanzen ab einer bestimmten Dosis giftig sind, gilt es
abzuschatzen, ob diese Dosis-limitierende Toxizitat durch Sicherheitsfaktoren zu
begrenzen ist oder die Entwicklung der Substanz gestoppt werden kann, bevor die
Arzneistoffkandidaten in  zeitaufwendigen und kostspieligen praklinischen
Langzeitversuchen getestet werden. Die am haufigsten von Fremdstoff-induzierter

Toxizitat betroffenen Organe sind die Leber und die Niere.

1.2 Die Niere als Zielorgan toxischer Wirkung

Die Niere ist eines der empfindlichsten Organe des Korpers (Hart und Kinter, 2005). Fir
zahlreiche Arzneimittel (Aminoglykoside, nicht-steroidale Analgetika, ACE-Hemmer) und
Chemikalien (Schwermetalle) ist die Niere Zielorgan der toxischen Wirkung. Die hohe
Anfalligkeit der Niere fur toxische Wirkungen von Fremdstoffen kann auf verschiedene
Faktoren zurlckgefiihrt werden. Viele Arzneistoffe werden Uberwiegend renal
ausgeschieden und erreichen wahrend der Nephronpassage relativ hohe
Konzentrationen. Dies beruht zum einen auf der hohen Durchblutung der Nieren. Beim
Menschen betradgt die Nierendurchblutung in Ruhe etwa 1,2 Liter pro Minute (1700 Liter
pro Tag), so dass auf die Nieren mit etwa 25 % ein sehr hoher Anteil des

Herzzeitvolumens entfdllt, obwohl sie weniger als 1 % der Kérpermasse ausmachen.
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Somit werden die Nieren im Vergleich zu anderen Organen mit einer hohen
Konzentration an zirkulierenden Fremdstoffen belastet. Weiterhin sorgen zahlreiche
aktive und passive Transportmechanismen der Niere daflir, dass Fremdstoffe aktiv in die
Nierenepithelzellen aufgenommen werden und dort akkumulieren koénnen (z.B.
Aminoglykoside). Auch durch die Rickresorption von Wasser kann es zur
Aufkonzentrierung von geldsten Stoffen im Harn kommen, die folglich aufgrund der
Uberschreitung ihrer Loslichkeitsprodukte ausfallen und sich im Tubuluslumen absetzen
konnen. Dariber hinaus ist die Niere mit einer Vielzahl fremdstoff-metabolisierender
Enzyme ausgestattet, die zur Bioaktivierung von an sich wenig aktiven Stoffen zu

reaktiven und somit toxischen Metaboliten beitragen konnen (Hart und Kinter, 2005).

1.2.1 Allgemeine Funktionen der Niere

Die Niere ist im Organismus das Hauptausscheidungsorgan von Stoffwechselprodukten
und Xenobiotika (Medikamente und Umweltgifte). Durch Sekretion und Reabsorption ist
die Niere entscheidend an der Regulation des Wasser-, Elektrolyt- und Saure-Base-
Haushalts im Korper beteiligt. Weiterhin gehoért zu ihren Aufgaben die Bildung des
Hormons Erythropoetin, welches die Bildung von Erythrozyten stimuliert (Sands und
Verlander, 2005). Durch die Synthese der Endopeptidase Renin ist die Niere essentiell an

der Regulation des arteriellen Blutdrucks beteiligt.

1.2.2 Aufbau der Niere

1.2.2.1 Makroskopischer Aufbau

Die Nieren sind paarige, bohnenformige braun-rote Organe, die im Retroperitonalraum
liegen und beim Menschen eine Lange von etwa 10-12 cm und eine Breite von circa 5-6
cm besitzen. Das Gewicht einer Niere liegt zwischen 120 und 200 g, wobei die linke Niere
im Allgemeinen etwas groRRer und schwerer ist als die rechte. Die Niere ist von einer
bindegewebsartigen Nierenkapsel umgeben und setzt sich zusammen aus einem dufReren
Teil, der Nierenrinde (Cortex renalis) und einem Innenteil, dem Nierenmark (Medulla
renalis) (Abb. 1.2). Die nach innen gerichteten Spitzen des Marks werden Papillen genannt
und ergeben in ihrer Gesamtheit das Nierenbecken (Pelvis renalis), aus dem der

Harnleiter (Ureter) mindet.
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Das relative Nierengewicht einer Ratte betragt ca. 0,51-1,08 % (Mittelwert ca. 0,65 %) des
Korpergewichts und variiert mit dem Alter und Geschlecht der Tiere. Im Gegensatz zum
Menschen besitzt die Ratte eine unipapilldire Niere und weist somit auch nur einen

Nierenkelch auf (Khan und Alden, 2002).

Nierenrinde

Nierenkapsel

Nierenarterie

QN'/’/L//
Gl et
=

W

Nierenvene %‘ )/\’
- {

%
—

Nierenmark

Harnleiter

Nierenbecken
Abb. 1.2 Schematischer Lédngsschnitt durch eine Niere
1.2.2.2 Mikroskopischer Aufbau

Jede der beiden menschlichen Nieren besteht aus etwa 1 bis 1,2 Millionen kleinen
funktionellen Einheiten, die sogenannten Nephrone. Dabei untergliedert sich jedes
Nephron selbst in das Nierenkorperchen (Glomerulus) und den sich daran anschliefenden
Nierenkanal (Tubulus), der wiederum in das Sammelrohr mindet (Abb. 1.3). Als
Glomerulus bezeichnet man ein GefaRknduel, welches von der sogenannten
doppelwandigen Bowman’schen Kapsel umgeben ist. In diesem Abschnitt erfolgt die
Ultrafiltration (glomeruldre Filtration) des Blutes unter Bildung des Primarharns
(Ultrafiltrat). Taglich werden etwa 150 | dieses nahezu eiweiRfreien Ultrafiltrats gebildet,
jedoch werden davon nur 1,5 | als Urin ausgeschieden. Der Primarharn, der aus Wasser
und Substanzen mit geringem Molekulargewicht besteht, gelangt anschlieBend liber den
Kapselraum in den Tubulusapparat, der aus einem einschichtigen Epithel besteht. Im
Tubulus, der aus mehreren morphologisch und funktionell unterschiedlichen Abschnitten
besteht, erfolgt die Verarbeitung des Ultrafiltrats zum sogenannten Sekundarharn (Sands
und Verlander, 2005). Der an den Glomerulus anschlieRende Teil wird als proximaler
Tubulus bezeichnet und gliedert sich in den gewundenen Teil (Pars convoluta, proximal

convoluted tubule, PCT) und den geraden Teil (pars recta, proximal straight tubule, PST).
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Der gewundene Teil kommt ausschlieRlich in der Rindenzone vor und ist mit ca. 12 mm
das langste Segment des Nephrons. Dieses Segment ist flir die Reabsorption des groRten
Teils des Ultrafiltrats verantwortlich. Etwa 70 % Wassers, Glukose, Natrium, Kalium und
Chlor werden hier in das Tubuluslumen riickresorbiert. Dem gewundenen Teil des
proximalen Tubulus, der sich im Rindenmark befindet, schliet sich der
Intermediartubulus an. Dieser verlauft zundchst als Tubulus intermedius pars descendens
in das innere Mark und nach einer U-Kurve wieder aufwarts als Tubulus intermedius pars
ascendens zurlick in das dufRere Mark und mindet zunachst in den geraden Teil (pars
recta) und danach in den gewundenen Teil (pars convoluta) des distalen Tubulus. Die
geraden Abschnitte von proximalen und distalen Tubulus bilden zusammen mit dem
Intermediartubulus die Henle-Schleife. Der verbleibende Sekundarharn gelangt iber den
Verbindungstubulus (Tubulus connectivus) in das Sammelrohr. Von dort aus wird er Uber

den Harnleiter in die Blase abgegeben und als Endharn ausgeschieden.

Verbindungstubulus Sammelrohr

Proximaler Tubulus
(Parsconvulenta)

Distaler Tubulus
(Parsconvulenta)

Glomerulus

Proximaler Tubulus
(Parsrecta)

Distaler Tubulus
(Parsrecta)

X
Intermediartubulus . \ /

(parsascendens) Intermediartubulus
(parsdescendens)

Abb. 1.3 Aufbau eines Nephrons
1.2.2.3  Der proximale Tubulus

Die Hauptaufgabe des Tubulussystem ist die Bildung von Urin aus dem Ultrafiltrat, indem
anndhernd 99 % des filtrierten Wassers und tber 90 % der im Ultrafiltrat gelosten Stoffe
(Glucose, Aminosauren, Elektrolyte, Peptide, Proteine) riickresorbiert werden sowie
Uberfliissige und schadliche Substanzen (harnpflichtige Substanzen) sezerniert werden.
Da dieses zum groften Teil im proximalen Tubulus geschieht, ist das einschichtige Epithel

der proximalen Tubuluszellen durch einen ausgepragten Birstensaum (Mikrovilli)
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gekennzeichnet. Diese Mikrovilli sowie die Faltung der Membran dienen der
OberflachenvergréBerung und somit einer erh6hten Resorptionsleistung. Der proximale
Tubulus verfligt Gber eine groRe Transportkapazitat, ist aber nicht in der Lage einen
hohen Gradienten aufzubauen. Im proximalen Tubulus werden rund 2/3 des filtrierten
Wassers und NaCl, sowie 100 % der filtrierten Glucose und Aminosauren riickresorbiert.
Der proximale Tubulus wird neben der Unterteilung in PCT und PST in 3 verschiedene
Segmente eingeteilt (Sands und Verlander, 2005). Zu Beginn des gewundenen Teils des
proximalen Tubulus befindet sich das S;-Segment. In diesem Bereich besitzen die Zellen
einen groflen Blrstensaum an der apikalen Seite der Plasmamembran, eine starke
Basalmembraneinfaltung sowie ein gut entwickeltes lysosomales System. Da die Zellen
des S;-Segments stark am aktiven Transport beteiligt sind, besitzen sie zahlreiche
Mitochondrien, welche vorwiegend an der basolateralen Seite lokalisiert sind. Die Zellen
des S;-Segments haben eine hohe metabolische Aktivitdt, was sie besonders anfillig fir
toxische Verbindungen macht. Vor allem kleine Molekiile, wie Schwermetalle und
Aminoglykoside, werden aus dem Ultrafiltrat in das Zellinnere reabsorbiert.

In der Uberleitung vom PCT zum PST befinden sich die Zellen des S,-Segments. Diese
Zellen sind kleiner als die des S;-Segments, besitzen weniger Mitochondrien, einen
kiirzeren Birstensaum sowie eine weniger stark gefaltete Basalmembran. Ebenso
besitzen diese Zellen Lysosomen, die sich aber je nach Geschlecht und Spezies in ihrer
GrolRe unterscheiden.

Der gewundene Teil des proximalen Tubulus enthdlt neben S,- vorwiegend Ss-Zellen.
Verglichen mit den Zellen des S;- und S,;-Segments sind die kubischen Zellen des Ss-
Segments mit einem sehr langen und gut entwickelten Blrstensaum ausgestattet. Die
Mitochondrien und die Lysosomen sind sowohl in der Grol3e als auch der Anzahl geringer
als in den anderen beiden Segmenten. Die Basalmembran ist kaum gefaltet und der
endozytotische Apparat ist nur sehr schwach ausgepragt. In diesem Teil des proximalen
Tubulus befindet sich der hdchste Anteil an Cytochrom-P450-abhangige Monooxygenasen

(Khan und Alden, 2002).
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1.3 Traditionelle und neue Biomarker fiir Nephrotoxizitat
13.1 Definition von Biomarkern

Um die Kosten der Arzneimittelentwicklung zu reduzieren und auch die Bereitstellung von
sicheren Medikamenten fiir betroffene Patienten zu beschleunigen, ist ein moglichst
frihzeitiges Erkennen von toxischen Wirkungen sehr wichtig. Aus diesem Grund ist es fur
den Prozess der Arzneimittelentwicklung von groBer Bedeutung, neue empfindliche
Marker (Biomarker) zu identifizieren, welche die toxischen Wirkungen von Substanzen auf
bestimmte Organe in der friihen praklinischen Entwicklungsphase aufzeigen kénnen.

Unter dem Begriff Biomarker versteht man objektiv messbare und auswertbare
Indikatoren, die Auskunft Uber einen physiologischen Prozess, einen pathologischen
Prozess oder aber auch tber den Verlauf einer therapeutischen Mallnahme geben und
somit eine diagnostische oder prognostische Aussagekraft besitzen (Biomarkers
Definitions Working, 2001). Dazu zdhlen Genexpressionsprofile, Lipide, Proteinmuster
oder andere Parameter im Organismus (Hewitt et al., 2004). In der Klinik werden
Biomarker nach ihrer Verwendung unterschieden. So eignen sich diagnostische Biomarker
zur genauen Diagnose einer bestimmten Krankheit. Durch prognostische Marker ist es
moglich, den Krankheitsverlauf bzw. den Heilungsprozess zu beurteilen. Im Gegensatz
dazu zeigen pradiktive Marker die Wahrscheinlichkeit an, zu einem spateren Zeitpunkt an
einer Krankheit zu erkranken und ermdglichen Aussagen Uber das voraussichtliche
Ansprechen auf eine bestimmte Therapie. Daher ist es von grofler Wichtigkeit, dass der
entsprechende Biomarker spezifisch fiir das betroffene Organ ist und empfindlich genug,
um selbst geringfligige Stoérungen zu detektieren. Ebenso sollte der Marker ein Indikator
fur verschiedene Stadien der Krankheit sein und daher die gemessene Konzentration mit
dem Grad der Funktionsstorung korrelieren. Weiterhin ist es wichtig, dass die Biomarker
in einem hohen Probendurchsatz mit einer moglichst schnellen, einfachen und
kostengiinstigen Methode gemessen werden (Hewitt, et al., 2004). Speziell fir die Klinik
ist es von groller Bedeutung, Biomarker mit nicht-invasiver Probenahme bestimmen zu
kénnen, um somit eine Gewebeentnahme zu vermeiden. Eine Vielzahl von Proteinen
werden bei pathologischen Prozessen in Korperflissigkeiten, wie Urin und Blut,

sezerniert. Daher eignen sich diese besonders gut zur Messung von Biomarkern, da sie
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einfach und teilweise schmerzfrei zu gewinnen sind und in ausreichender Menge zur
Verfligung stehen (Hewitt, et al., 2004).

Biomarker haben aber auch fiir die Arzneistoffentwicklung eine grolRe Bedeutung. Neben
Informationen zur Wirksamkeit, werden sie auch zur Diagnose von toxischen Effekten
sowohl in der praklinischen als auch in der klinischen Phase der Entwicklung von
potentiellen Arzneistoffen eingesetzt und dienen dort als Endpunktmarker fir toxische

Wirkungen (Hewitt, et al., 2004).

1.3.2 Traditionelle Biomarker zur Erkennung von Nierentoxizitat

Die Histopathologie ist in praklinischen Studien heutzutage immer noch der
,Goldstandard” zur Prifung auf Nierentoxizitat. Der Vorteil dieser Methode ist die direkte
Lokalisation der geschadigten Areale der Niere. Jedoch bendtigt es fir eine gute
histopathologische Begutachtung sehr gut ausgebildetes Personal.

Die Bestimmung der harnpflichtigen Substanzen Kreatinin und des im Harnstoff
enthaltenen Stickstoffs (Blood Urea Nitrogen, BUN) dienen derzeit sowohl in der Praklinik
als auch in der Klinik als ,Standardparameter” zur ldentifizierung von Stérungen der
Nierenfunktionalitdt. Diese Stoffwechselprodukte gelangen (iber das Blut in die Niere,
werden im Glomerulus frei filtriert und (iber den Harn ausgeschieden. Sinkt die
glomeruléare Filtrationsrate (GFR) in der Niere, so steigen beide Parameter im Blut an. Die
Niere besitzt aber eine enorme funktionelle Reservekapazitat, so dass sich
Veranderungen im Blutspiegel von Kreatinin bzw. BUN erst nach einem Verlust von rund
2/3 der renalen Epithelmasse oder einer stark eingeschrankten GFR zeigen (Amin et al.,
2004; Pfaller und Gstraunthaler, 1998). Da Kreatinin ein Abfallprodukt des Kreatinabbaus
ist, ist die Konzentration stark vom Alter, Geschlecht, Gewicht und der Muskelmasse
abhdngig und zeigt auch bei gastrointestinalen Blutungen erhohte Spiegel. Ebenso wie
Kreatinin ist auch die Konzentration von BUN im Serum bei pathologischen Zustanden
(gesteigerter Eiweisskatabolismus) erhoht. Diese Parameter geben aber nur einen
allgemeinen Hinweis auf einen Nierenschaden, eine Lokalisation der Schadigung ist durch
diese Analyse jedoch nicht moglich.

Auch die Analyse des Urins selbst wird zur Testung herangezogen. Neben visuellen

(Urinmenge, -farbung, -trilbung) und olfaktorischen (Uringeruch) Parameter, sind ebenso
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Osmolalitat, pH-Wert, Proteingehalt, Glukosekonzentration und der Gehalt an
Elektrolyten fur die Urinanalyse wichtig.

Ebenfalls konnen zur Diagnostik von Nierenschdaden die Konzentrationen bestimmter
Enzyme im Urin gemessen werden. N-Acetyl-beta-D-Glucosaminidase (NAG) kommt in
den Lysosomen und y-Glutamyltransferase (GGT) im Birstensaum des proximalen
Tubulus vor. Ein erhdhtes Auftreten dieser Enzyme im Urin ist ein Hinweis auf direkte

Schadigung des Tubulusepithels (Greco et al., 1985; Liangos et al., 2007).

1.3.3 Initiativen zur Identifizierung und Validierung neuer Biomarker

Ein grolRer Nachteil der bisher verwendeten traditionellen Biomarker ist die geringe
Empfindlichkeit und fehlende Spezifitat. Daher ist es von groflem Interesse, empfindliche
und sensitive Marker zu identifizieren, mit deren Hilfe eine friihzeitige Erkennung einer
Nierenschadigung sowie eine Lokalisation des Schadens im Rahmen praklinischer und
klinischer Studien mdglich ist, um somit die Dauer von Versuchen sowie die Anzahl von
Versuchstieren zu reduzieren. In den letzten Jahren haben sich akademische und
industrielle Institutionen sowie Behdrden zu mehreren gemeinschaftlichen Projekten
zusammengeschlossen, um eine verbesserte Vorhersage von Fremdstoff-induzierter
Organtoxizitat zu liefern und neue Biomarker zu identifizieren.

Die ,ILSI/HESI-Nephrotoxicity Working Group”, eine Kooperation zwischen dem
yInternational Life Sciences Institute / Health and Environmental Sciences Institute”
(ILSI/HESI) und Partnern aus der Industrie sowie Offentlichen und universitdaren
Forschungseinrichtungen, hat es sich zum Ziel gemacht, mit Hilfe von Microarray-
Analysen nierenspezifische Biomarker auf Ebene der Transkription zu identifizieren. Durch
Einflhrung der Microarrays ist es moglich, die Expression tausender Gene gleichzeitig zu
erfassen und damit die Verdanderung von komplexen Aktivitdtsmustern unter Einwirkung
von Fremdstoffen zu beobachten. Weiterhin zdhlen Genexpressionsanderungen als
Antwort auf Toxizitdit zu den friihesten Ereignissen und gelten somit als besonders
sensitiv. Im Rahmen der ,ILSI/HESI-Nephrotoxicity Working Group” wurde die Analyse der
Genexpressionsdaten im Vergleich zur Histopathologie und Parametern der klinischen
Chemie im Tierversuch anhand von den 3 verschiedenen nephrotoxischen
Modellsubstanzen Gentamicin, Cisplatin und Puromycin durchgefiihrt (Amin, et al., 2004;

Kramer et al., 2004; Thompson et al., 2004). Dafiir wurden mannlichen Sprague-Dawley-
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Ratten entweder 0,3, 1 oder 5 mg/kg KG Cisplatin (einmalige Dosis), 2, 20, 80 oder 240
mg/kg KG Gentamicin (7 Tage) bzw. 5 oder 20 mg/kg KG Puromycin (21 Tage) verabreicht.
Der Urin wurde zur Bestimmung der klinische-chemischen Parameter gesammelt und die
Nieren wurden nach der Totung fir histopathologische Untersuchungen sowie fir
Protein- und Genexpressionsstudien entnommen (Amin, et al., 2004). Mit Hilfe von
Microarray-Analysen konnte eine Reihe deregulierter Gene detektiert werden, welche im
Zusammenhang mit Schadigungen der Nierentubuli stehen, einschlieBlich Kim-1,
Clusterin, Lipocalin-2 und Osteopontin. Die Verdnderungen der Expression dieser Gene
wurden aufgrund der Ergebnisse der Studie als potentielle sensitive Biomarker zur
Erkennung von Nierenschadigungen vorgeschlagen. Weiterhin wurden im Tierexperiment
4 potentielle Urinbiomarkern (Clusterin, GST-a, GST-u und RPA-1) untersucht. Dazu
wurden mannlichen Ratten mit verschiedenen Nephrotoxinen (Gentamicin, Cisplatin, N-
Phenylanthranilsdure) behandelt und die Konzentrationen von Clusterin, GST-a, GST-u
und RPA-1 im Urin gemessen. Verdanderte Urinkonzentrationen traten zum Teil eher auf
als Verdanderungen in klassischen Marker fur Nierentoxizitat (z.B. BUN, Serumkreatinin).
Daher wurde von der ,ILSI-HESI-Nephrotoxicity Working Group” im Mai 2008 ein Antrag
auf Verwendung dieser 4 Markerproteine als potentielle Urinbiomarker fur
Nephrotoxizitdit bei der FDA (American Food and Drug Administration) und EMA
(European Medicines Agency) eingereicht. Jedoch wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt
weder die Daten der Studien, noch die Entscheidung der FDA und EMA veréffentlicht.

Als weiteres Projekt wurde 2006 das ,Predictive Safety Testing Consortium“ (PSTC) vom
,Critical Path Institute” (C-Path) ins Leben gerufen (http://www.c-path.org/pstc.cfm). In
diesem Projekt wurden verschiedene pharmazeutische Unternehmen und o6ffentliche
Einrichtungen zusammen gebracht, um unter FDA und der EMA neue Methoden zur
Prifung der praklinischen Sicherheit zu validieren. Dabei sollten Biomarker fir die
Prifung in den 5 Bereichen Kanzerogenitdt, Nieren-, Leber-, Muskel- und
GefaRschadigung gemeinschaftlich entwickelt und validiert werden. 10 Wissenschaftler
der EMA und 19 der FDA als Berater sowie 190 weiteren Wissenschaftlern leiten das
Projekt, sammeln die Ergebnisse und fassen die Daten zusammen. Die Mitglieder des
Konsortiums teilen sich die Informationen zu neu entwickelten praklinischen Biomarker-
Tests und lassen sie von an anderen Mitgliedern begutachten und kreuzvalidieren. Durch

diesen Prozess wird erwartet, dass die FDA und die EMA neue Richtlinien und somit
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prazisere Verfahren zur Vorhersage der Arzneimittelsicherheit zulassen. Im Bereich der
Nierentoxizitdt wurden anhand von 8 nephrotoxischen Substanzen (Gentamicin,
Puromycin, Vancomycin, Doxorubicin, Furosemid, Lithiumcarbonat, Cisplatin und
Tacrolimus) sowie 2 hepatotoxischen Negativkontrollen (a-Naphthyisocyanat und
Methyapyrilen) 23 potentielle Urinbiomarker getestet (Tab. 1.1). Die Substanzen wurden
Ratten in 4 verschiedenen Dosen fiir unterschiedliche Zeitrdume (bis zu 14 Tagen)
verabreicht und die Konzentration dieser 23 potentiellen Marker im Urin gemessen (Tab.
1.1). Neben der histopathologischen Begutachtung der Organe wurden zusatzlich Daten
der klinischen Standardparameter, einschlieBlich BUN und Serumkreatinin, gesammelt.
Daten dieser Studie sind bisweilen noch nicht veréffentlicht.

Tabelle 1.1 23 potentielle Biomarker, welche nach Gabe verschiedener Nephrotoxine im Urin von Ratten
gemessen wurden

Albumin Osteopontin

B,-Mikroglobulin (B,Mm) Podocin

Calbindin Renal Papillary Antigen-1 (RPA-1)
Clusterin Trefoil Factor-3 (TFF-3)

Cystatin-C Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-1 (Timp-1)
Epidermal Growth Factor (EGF) Gesamtprotein im Urin
C_Glutathion-S-Transferase (¢GST) Uromodulin (Tamm-Hossfall)
W_Glutathion-S-Transferase (LGST) Macrophage Migration Inhibitory Factor
Kidney Injury Molecule-1 (Kim-1) Monokine induced by Interferon Gamma
Lipocalin-2 Interferon Gamma induced 10 kDa Protein
N-Acetyl B-D-Glucosaminidase (NAG) Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Osteoactivin

Als europdisches Konsortium wurde 2005 InnoMed-PredTox (Predictive Toxicology)
gegrindet. Bei diesem Projekt handelt es sich um eine Kooperation zwischen 12
pharmazeutischen Unternehmen, 3 Universitaten und 2 kleineren technologischen
Unternehmen mit dem Bestreben, die Sicherheit von Arzneimitteln zu verbessern
(www.innomed-predtox.com). Dabei ist das Uibergeordnete Ziel, durch Kombination von
neuen ,Omics“-Technologien und konventionellen Methoden, die Vorhersagekraft
praklinischer Toxizitatsstudien zu verbessern und somit Kosten und Dauer der
Arzneistoffentwicklung zu senken. Weiterhin gilt es als Ziel, die Mechanismen der

Pathologie in der Niere und Leber besser zu verstehen und friihe Biomarker fiir Nieren-
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und Hepatotoxizitat in der praklinischen Phase zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurden
Tierstudien mit 16 verschiedenen Substanzen durchgefiihrt. Bei diesen Substanzen
handelte es sich um 14 Entwicklungssubstanzen, die aufgrund ihrer Leber- bzw.
Nierentoxizitat in ihrer Entwicklung gestoppt wurden. Desweiteren wurden die bereits
bekannten Substanzen Gentamicin und Troglitazon als Referenzen fiir nieren- bzw.
lebertoxische Schadigungen verwendet. Die jeweilige Substanz wurde mannlichen Wistar-
Ratten in 3 verschieden Dosen (Kontrolle, Niedrig- und Hochdosis) fiir eine Dauer von 1, 3
oder 14 Tagen verabreicht. Umfangreiche Daten aus den Ergebnissen der klinischen
Chemie, Histopathologie sowie die der ,Omics“-Technologien, einschlieflich
Toxicogenomics, Proteomics und Metabonomics, wurden gesammelt und ausgewertet.
Als Teil des InnoMed-PreTox-Projektes sollten im Rahmen dieser Arbeit neue potentielle
Biomarker fur Nephrotoxizitat identifiziert werden, welche empfindlicher als klinisch-

chemische Parameter flr Nierentoxizitat sind.

1.3.4 Neue potentielle Biomarker fiir Nephrotoxizitat

1.3.4.1  Kidney Injury Molecule-1

Eine vermehrte Expression von , Kidney Injury Molecule-1“ (Kim-1) wurde erstmals 1998
von Ichimura infolge eines akuten Nierenversagens bei Ratten beschrieben (Ichimura et
al., 1998). Kim-1 ist ein glykosyliertes Typ-1-Transmembranprotein und wird der Familie
der T-Zell-Immunglobulin-Muzin-Proteine (Tim-Familie) zugeordnet, weshalb es in der
immunologischen Literatur auch als Tim-1 bezeichnet wird (Kuchroo et al., 2003; Meyers
et al., 2005). Initial wurde Kim-1 1996 in einem anderen Zusammenhang als Hepatitis-A-
Virus-zellularer-Rezeptor (HAVcr) kloniert (Kaplan et al., 1996).

Alle Tim-Proteine enthalten vom N-Terminus ausgehend eine extrazelluldre
Immunglobulin-V-Doméane, eine Muzin-Domane, eine transmembrandre und eine
zytoplasmatische Domane (Kuchroo, et al, 2003). Fir Kim-1 existieren zwei
SpleiBvarianten der zytoplasmatischen Domadne: Kim-1a ohne Phosphorylierungsmotiv
wird hauptsachlich in der Leber exprimiert, Kim-1b mit Phosphorylierungsmotiv vor allem
in der Niere (Bailly et al., 2002).

In gesunden Nieren wird Kim-1 nur auf einem sehr niedrigen Niveau exprimiert, hingegen

zeigen humane und tierexperimentelle Studien eine dramatische Steigerung der Gen- und



| 13 EINLEITUNG

Proteinexpression nach Schadigung der proximalen Tubulusepithelzellen (Amin, et al.,
2004; Han et al., 2002; Ichimura, et al., 1998; Lim et al., 2004).

Weiterhin erhéht sich nach Schadigung der proximalen Tubuli der Niere die Exkretion von
Kim-1 in den Urin. Durch Abspaltung der Ektodomdane vom membranstandigen Kim-1
entsteht das I6sliche Kim-1 (sKim-1), welches von den proximalen Tubulusepithelzellen in
das Tubuluslumen abgegeben und mit dem Urin ausgeschieden wird (Bailly, et al., 2002).
Vorangegangene Studien zeigten sowohl beim Menschen als auch bei der Ratte eine
erhohte Exkretion von Kim-1 in den Urin nach Schadigung der proximalen Tubuli der Niere
(Han et al., 2009; Ichimura et al., 2004; Liangos, et al.,, 2007; Nijboer et al., 2009;
Prozialeck et al., 2009; Vaidya et al., 2006; Vaidya et al., 2008; van Timmeren et al.,
2007). So fiihrten in tierexperimentellen Studien verschiedene Nephrotoxine (Cisplatin,
Folsdure, Cadmium) neben einer gesteigerten Genexpression auch zu erhdhten
Konzentrationen von Kim-1 im Urin (Ichimura, et al., 2004; Prozialeck, et al., 2009). Bei
Patienten, bei denen es infolge einer Herzoperation zu Nierenschadigungen kam, trat

ebenso eine gesteigerte Ausscheidung von Kim-1 in den Urin auf (Han, et al., 2009).

1.3.4.2 Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-1

Timps (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase) sind spezifische Inhibitoren der
Matrixmetalloproteinasen (MMP), welche fir den Abbau der Extrazelludren Matrix (ECM)
verantwortlich sind (Brew et al., 2000). Dadurch herrscht ein standiges FlieRgleichgewicht
zwischen dem Auf- und Abbau der ECM im Organismus. Wird dieses Gleichgewicht
gestort, kann es zu pathologischen Zustanden kommen. Die zur Familie der Kollagenasen
gehorenden 4 Timps (Timp-1 bis Timp-4) interagieren in einem nicht-kovalenten 1:1
Komplex mit den aktiven Formen der MMPs. Die starkste Bindung besteht dabei zwischen
Timp-1 und MMP-9. Timp-1 ist ein Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von 28,5
kDa, welches von einer Vielzahl von Zelltypen (Fibroblasten, Epithelzellen, Osteoblasten,
Tumorzellen) exprimiert wird und in verschiedenen Korperflissigkeiten und Geweben
nachweisbar ist (Lambert et al.,, 2004). Die Expression von Timp-1 wird stark durch
Zytokine und Wachstumsfaktoren induziert. Neben der inhibitorischen Aktivitat besitzt
Timp-1 weiterhin eine antiapoptotische Funktion sowie die Fahigkeit, Zellproliferation zu

stimulieren (Lambert, et al., 2004).
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Durch eine Deregulation von MMPs kann es zur Akkumulation von Timps und infolge
dessen zu einer Imbalance zwischen dem Ab- und Aufbau der ECM kommen. Dieses fuhrt
zu progressiven Nierenschaden (Schnaper, 1995), welche hdaufig als Endpunkt eine
tubulointerstitielle Fibrose (Gewebevernarbung) aufweisen. Eine erhohte Expression von
Timp-1 in der Niere wurde in verschiedenen Modellen mit interstitieller Fibrose und
Tumoren beobachtet, daher wird Timp-1 auch oft als Marker fir interstitielle Fibrose
bezeichnet (Ahmed et al., 2007; Cai et al., 2008; Eddy, 1996; Johnson et al., 2002).
Weiterhin konnte auch eine erhdhte Ausscheidung von Timp-1 in den Urin von Patienten
mit einem chronischen Nierenschaden gemessen werden (Horstrup et al., 2002; Liu et al.,
2006). Ebenso traten erhohte Urinkonzentrationen von Timp-1 in Patienten mit ANCA
(Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikdrper)-assoziierter Vasculitis auf sowie bei
Kindern, welche an einem nephrotischen Syndrom leiden und mit Cyclosporin A

behandelt wurden (Sanders et al., 2007; Wasilewska und Zoch-Zwierz, 2008).

1.3.4.3  Osteopontin

Osteopontin (OPN; sialoprotein; 44-kDa bone phosphoprotein; seceted phosphoprotein 1;
uropontin; early T-lymphocyte activation-1, Eta-1) ist ein multifunktionales Glykoprotein,
welches erstmals 1986 aus Osteoblasten isoliert wurde (Oldberg et al., 1986). Aufgrund
verschiedener Gykosylierungen und Phosphorylierungen kann das Molekulargewicht stark
variieren (Brown et al., 1992). Im Knochen, in dem sich die hochste Konzentration von
OPN im Korper befindet, dient es der Regulierung der Knochenmineralisation, indem es
die Bildung von Hydroxyapatit inhibiert sowie der Knochenresorption durch die
Osteoblasten (Mazzali et al., 2002). Osteopontin wird von Epithelzellen zahlreicher
anderer Gewebe wie der weiblichen Brust, Niere, Leber, Lunge, Haut, Harnblase, dem
Pankreas sowie im Fettgewebe exprimiert (Brown, et al., 1992) und ist daher im Urin, und
anderen Korperflussigkeiten (z. B. Serum, Galle und Muttermilch) detektierbar (Brown, et
al., 1992; Lorenzen et al., 2008; Xie et al., 2001). In der Niere scheint die physiologische
Funktion von Osteopontin u.a. darin zu bestehen, das Wachstum von
Calciumoxalatkristallen, welche sich als Nierensteine absetzen, zu hemmen (Kleinman et
al., 1995; Min et al.,, 1998). Dartber hinaus ist OPN an der Akkumulation von
Makrophagen und Monozyten sowie an der Regeneration von Zellen beteiligt (Xie, et al.,

2001). AuRerdem spielt Osteopontin eine Rolle in der Tumorgenese, indem es an
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Zelloberflachenrezeptoren oder Integrine bindet, was zur Aktivierung von
Signaltransduktionswegen fihrt, die wiederum das Wachstum von Tumorzellen férdern
(Mazzali, et al., 2002; Rittling und Chambers, 2004; Rodrigues et al., 2007). Durch die
Bindung an das o,fs3-Integrin von Endothelzellen und der daraus folgenden Aktivierung
von NFkB schitzt Osteopontin weiterhin Endothelzellen vor der Apoptose (Mazzali, et al.,
2002). In der adulten menschlichen Niere ist Osteopontin hauptsachlich im distalen
Tubulus lokalisiert (Brown, et al., 1992; Hudkins et al., 1999), wahrend es in Rattennieren
im diinnen absteigenden Ast der Henle-Schleife und am Rand der Papilla zu finden ist
(Kleinman, et al., 1995).

Eine Induktion der Expression von Osteopontin in der Niere konnte sowohl im
Tierversuch, als auch in Patienten mit verschiedenen Nierenerkrankungen, wie
Nierensteine, tubulointerstitielle Nephritis und Nierenkarzinome gezeigt werden (Persy et
al.,, 1999; Xie, et al., 2001). Auch die Verabreichung zahlreicher Nephrotoxine (z.B.
Cisplatin, Cyclosporin A und Gentamicin) fihrte zu einer gesteigerten Osteopontin-
Expression in der Niere (Iguchi et al., 2004; Lim, et al., 2004; Thukral et al., 2005; Wang
et al., 2008; Xie, et al., 2001). Neben der erhdhten Expression in der Niere konnte im
Nagermodell eine vermehrte Ausscheidung von Osteopontin in den Urin nachgewiesen

werden (Khan et al., 2002; Shui et al., 2007).

1.3.4.4 Llipocalin-2

Lipocalin-2 (neurophil gelatinase-associated lipocalin, NGAL; Protein 24p3; humanes
neutrophiles Lipocalin, HNL) gehort zur Familie der Lipocaline. Die Vertreter dieser
Superfamilie sind typischerweise kleine, extrazelluldre Proteine, die als strukturelle
Gemeinsamkeit einen aus f-Faltblattern gebildeten Trichter aufweisen, wodurch sie in
der Lage sind, kleine, meist hydrophobe Molekiile zu binden und in die Zelle zu
transportieren und makromolekulare Komplexe zu bilden (Flower, 1996; Flower et al.,
2000; Kjeldsen et al., 1993). Humanes Lipocalin-2 wurde erstmals von Kjeldsen et al. aus
dem ZellkulturGberstand aktivierter humaner neutrophiler Granulozyten als ein 25 kDa
Protein, kovalent gebunden an einen Gelatinase/MMP9-Komplex, isoliert und identifiziert
(Kjeldsen, et al., 1993). Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesem 25 kDa Protein

um das humane Analoga zum a,-microglobulin-related protein (neu related lipocalin) der
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Ratte bzw. dem murinen Protein 24p3 (Uterocalin) handelt (Kjeldsen et al., 2000;
Kjeldsen, et al., 1993).

Lipocalin-2 transportiert u.a. Siderophore. Wahrend einer Infektion nehmen Bakterien ihr
Eisen aus der Umgebung auf, indem sie Siderophore bilden, die mit hoher Affinitat Eisen
binden und es in das Bakterium einschleusen. Lipocalin-2 ist in der Lage, das Siderophor
Enterochelin zu binden und es damit dem Bakterium zu entziehen, wodurch das
Wachstum der Bakterien gehemmt wird (Flo et al., 2004; Goetz et al., 2002; Soni et al.,
2009). Somit spielt Lipocalin-2 einen wichtige Rolle in der Immunabwehr von
Krankheitserregern. Auch in Mdusen wurde die Expression als Antwort auf eine virale
SV40-Infektion dramatisch hochreguliert (Hraba-Rnevey et al., 1989).

Lipocalin-2 wird von Neutrophilen und Epithelzellen als eine der ersten Antworten auf
zelluldren Stress exprimiert und stellt somit ein sogenanntes ,Akute-Phase-Protein” dar.
Im Mausmodell wurde Lcn2 als eines der aufgrund einer ischamischer Nierenschadigung
am starksten deregulierten Gene identifiziert (Mishra et al., 2003). Immunhistochemische
Untersuchungen zeigen, dass Lcn2 in gesunden Nieren nur wenig exprimiert wird, jedoch
kurze Zeit nach Schadigung in proximalen Tubulusepithelzellen der Niere drastisch
ansteigt (Mishra, et al., 2003). Weiterhin konnten sowohl im Tiermodell als auch im
Patienten mit Nierenerkrankungen erhdhte Konzentrationen von Lcn2 im  Urin
nachgewiesen werden (Bennett et al., 2008; Ding et al.,, 2007; Mishra, et al., 2003;
Mishra et al., 2004; Mori et al., 2005; Wagener et al., 2008).

1.3.4.5 Clusterin

Clusterin (Apolipoprotein J (Apol); Glycoprotein 80; Serumprotein 40,40 (SP-40,40);
sulfated glycoprotein-2 (SGP-2) wurde erstmals 1983 aus der Fliissigkeit der Rete Testis
isoliert und bekam seinen Namen aufgrund seiner Fahigkeit, Sertoli-Zellen miteinander zu
verbinden (clustering) (Blaschuk et al., 1983). Clusterin liegt liberwiegend als sezerniertes
ap-dimeres Glykoprotein (sClu) vor, welches durch proteolytische Abspaltung eines
Signalpeptids von einer Polypeptidkette hervorgeht. (Rosenberg und Silkensen, 1995;
Shannan et al., 2006). Clusterin wird in fast allen epithelialen Geweben konstitutiv
exprimiert und in verschiedene Korperflissigkeiten, wie Plasma, Muttermilch, Urin und
Samen sezerniert (Jones und Jomary, 2002). Die starkste Expression von Clusterin ist in

differenzierenden, proliferierenden Zellen zu sehen. Clusterin ist in eine Reihe von
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physiologischen Prozessen einschlielich der Reproduktion, des Lipidtransports, der
Regulierung des Komplementsystems sowie der Aggregation von Zellen und somit der
Bildung fester Zellkontakte involviert (Rosenberg und Silkensen, 1995). Fiir Clusterin
wurden in verschiedenen Studien sowohl apoptotische als auch anti-apoptotische
Eigenschaften beschrieben, abhdngig von der intrazelluldaren Form des Proteins (French et
al., 1994; Girton et al., 2002; Hara et al., 2001; Lakins et al., 1998; Trougakos et al.,
2005). So ist beispielsweise in humanen Zellen durch SpleiBung der mRNA die Bildung
einer nucledren Form von Clusterin (nClu) moglich, welcher eine pro-apoptotische
Funktion zugeschrieben wird (Shannan, et al., 2006).

Neben der physiologischen konstitutiven Expression von Clusterin wurde aber auch eine
Induktion von Clusterin im Verlauf verschiedener Krankheitszustinde (z.B.
Myokardinfarkt, ~Neurodegenerative Erkrankungen, Arteriosklerose und Krebs)
beschrieben (Rosenberg und Silkensen, 1995). Weiterhin zeigen publizierte Studien einen
Anstieg der renalen Clusterin-Expression bei verschiedenen Nierenerkrankungen,
einschlielllich  Glomerulonephritis, Nierentumoren sowie Fremdstoff-bedindigter
Nierenschaden (Amin, et al., 2004; Aulitzky et al., 1992; Correa-Rotter et al., 1998; Eti et
al., 1993; Hidaka et al., 2002; Rosenberg und Silkensen, 1995; Witzgall et al., 1994; Yang
et al., 2007). Desweiteren wird bei renaler Schadigung die sezernierte Form von Clusterin
vermehrt in den Urin abgegeben und scheint daher ein friither Marker fiir Nierentoxizitat
zu sein (Eti, et al., 1993; Hidaka, et al., 2002; Rosenberg et al., 2002; Solichova et al.,

2007).

1.3.4.6 Hdmoxygenase-1

Die Hamoxygenase (HO) ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym im
Hamkatabolismus. Dabei recycelt das Enzym aus alternden oder beschadigten
Erythrozyten frei-werdendes Eisen, indem es die Degradation des Hdms zu dem linearen
Tetrapyrrol Biliverdin unter Freisetzung zweiwertigen Eisens (Fe®) und der Bildung von
Kohlenmonoxid (CO) katalysiert (Abb. 1.4). Durch die zytosolische Biliverdinreduktase
wird Biliverdin im Anschluss zu Bilirubin reduziert. Sowohl Biliverdin als auch Bilirubin
wirken als endogene Antioxidantien und sind in der Lage, reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), wie Hydroxylradikale, Superoxid-Anionen oder Lipidhydroperoxide zu

neutralisieren. Desweiteren wirkt CO anti-apoptotisch, sodass eine Hauptaufgabe der HO
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der Schutz der Zelle vor oxidativem Stress und damit verbundenem Zelltod zu sein

scheint.
S
0, QO +H,0 +Fe?*
HO-1
NADPH NADP*
COOH COCH COOH COOH COOH COOH
Ham Biliverdin Bilirubin

Abb. 1.4 Enzymatischer Abbau von Hdmoglobin zu Bilirubin iiber die Zwischenstufe Biliverdin

Es existieren drei funktionelle Isoformen, wobei Himoxygenase-1 (HO-1) vermutlich das
wichtigste Isoenzym darstellt, da ihre Expression durch verschiedene Stressfaktoren, wie
Schwermetalle, UV-Strahlen oder Zytokine, induzierbar ist (Sikorski et al., 2004).
Verschiedene Studien zeigen, dass eine Expression von HO-1 sowohl bei akuten
Nierenschaden, als auch bei chronischer Nierentoxizitdt eine schiitzende Funktion hat

(Agarwal und Nick, 2000; Amin, et al., 2004; Bedard et al., 2005).

1.3.4.7 Vimentin

Vimentin (Vim) ist ein Intermedidrfilament-Protein vom Typ 3 und dient somit der
mechanischen Stabilitat der Zelle. Es kommt in allen Zellen und Geweben mesenchymalen
Ursprungs (Fibroblasten, Endothelzellen Chondrozyten) sowie in Tumorzellen vor und
bildet dort ausgedehnte Filamentnetzwerke aus (Franke et al., 1979; Wallin et al., 1992).
In normalen differenzierten Epithelzellen wird Vimentin nicht exprimiert, jedoch wird die
Bildung infolge einer Schadigung des Tubulusepithels in undifferenzierten,
regenerierenden Zellen induziert. Vimentin wird daher auch als Marker fir

Zellregeneration bezeichnet (Grone et al., 1987; Witzgall, et al., 1994; Yang, et al., 2007).

1.3.4.8 Calbindin

Calbindin ist ein Vitamin D-abhangiges, Calcium-bindendes Protein und ist in Epithelzellen
des distalen Tubulus der Niere lokalisiert. Dort ist es fiir die Wiederaufnahme von

Calcium-lonen aus dem Ultrafiltrat in die Zelle verantwortlich. In friheren Studien konnte
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gezeigt werden, dass die Behandlung von Patienten mit Cisplatin und die Therapie der
extrakorporalen Stosswellenlithotripsie und damit einhergehende Schadigung des
distalen Tubulus zu erhéhten Konzentrationen von Calbindin im Urin und Serum fiihrte.
Somit kénnte Calbindin als Biomarker fiir distale Tubulusschadigung dienen (Hasegawa et

al., 1993; Takashi et al., 1998; Takashi et al., 1996).

1.3.4.9 a-Glutathion-S-Transferase

Alpha-Glutathion-S-Transferase (GST-a) ist ein cytosolisches Biotransformationsenzym
der Phase-ll, welches im Entgiftungsprozess vieler Xenobiotika eine Rolle spielt, indem es
die Konjugation eines Fremdstoffes mit Glutathion katalysiert. Es lasst sich in hohen
Konzentrationen in Epithelzellen der proximalen Tubuli der Niere nachweisen. Ergebnisse
friherer Studien, u.a. der ,ILSI/HESI Noephrotoxicity Working Group”, konnten zeigen,
dass infolge einer Schadigung des proximalen Tubulusepithels durch Nephrotoxine
sowohl im Tier als auch im Menschen GST-a vermehrt in den Urin sezerniert wird
(Branten et al., 2000; Bruning et al., 2001; Lebeau et al., 2005; Thukral, et al., 2005;
Usuda et al., 1998).

1.3.4.10 Cystatin-C

Der Cysteinprotease-Inhibitor Cystatin-C wird von den meisten kernhaltigen Zellen
gebildet. Aufgrund der geringen Molekilmasse von 13 kDa wird Cystatin-C komplett
glomerular filtriert. Daher wird die Erhéhung der Serumkonzentration von Cystatin-C in
der Klinik als Marker fiir eine eingeschrankte glomeruldre Filtrationsrate verwendet
(Christensson et al., 2003; Risch und Huber, 2002). Nach der glomerularen Filtration wird
Cystatin-C im proximalen Tubulus reabsorbiert und nahezu vollstandig katabolisiert. Bei
einer Schadigung des proximalen Tubulus ist der Abbau von Cystatin-C gestort und das
Protein wird in den Urin abgegeben. Eine Erhéhung von Cystatin-C wurde im Urin von
Ratten nach Cadmium-Behandlung gemessen (Colle et al., 1990). Auch Patienten mit
tubularer Dysfunktion zeigten im Gegensatz zu denen mit glomeruldrer Erkrankung einen

erhdhten Cystatin-C-Gehalt im Urin (Conti et al., 2006).

1.3.4.11 f,-Mikroglobulin

Das Plasmaprotein f,-Mikroglobulin (f,M) wird als Teil des MHC-I Komplexes an der

Oberflache fast aller kernhaltigen Zellen exprimiert und wird von dort ins Blut abgegeben.
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Wie Cystatin-C wird auch ;M aufgrund seines geringen Molekulargewichts von 12 kDA
frei im Glomerlus filtriert, anschlieBend von den proximalen Tubuluszellen aufgenommen
und lysomal katabolisiert (Miyata et al., 1998). Daher erscheint es ebenso wie Cystatin-C
nach tubuldrer Schadigung durch Nephrotoxine im Urin und wird daher als Marker fir
proximale Tubulusschaden gepriift (Gatanaga et al., 2006; Hofstra et al., 2008; Rached et
al., 2008).

1.3.4.12 Vascular Endothelial Growth Factor

»,Vascular Endothelial Growth Factor” (VEFG) ist ein potentes Zellmitogen, welches die
Proliferation von Endothelzellen und die Angiogenese induziert sowie die
Gefdllpermeabilitat erhoht. In der humanen Niere wird es konstitutiv von Podozyten und
Tubulusepithelzellen exprimiert (Whittle et al., 1999). Nach Gabe der Nephrotoxine
Cyclosporin-A und Tacrolimus an Ratten, waren die Gen- und Proteinexpression in den
Nieren erhoht (Ogutmen et al., 2006; Shihab et al., 2001). Weiterhin wurden erhohte
Konzentrationen von VEGF im Urin nach akuter NierentransplantatabstoRung sowie in
Patienten mit akutem Nierenschaden im Vergleich zu Kontrollurinen detektiert (Peng et

al., 2007; Vaidya, et al., 2008).
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2  ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Die Niere ist eines der wichtigsten Ziele Arzneimittel-induzierter Organtoxizitat. Die
Ausscheidung von Fremdstoffen erfolgt bei einer Vielzahl von Fremdstoffen renal, wobei
wahrend der Passage des Nephrons hohe Fremdstoffkonzentrationen erreicht werden
konnen. Sowohl die hohe Durchblutung der Niere, als auch zahlreiche
Transportmechanismen sorgen daflir, dass viele Arzneimittel aktiv in die
Nierenepithelzellen aufgenommen werden und dort akkumulieren koénnen (z.B.
Gentamicin). Weiterhin besitzt die Niere zahlreiche Fremdstoff-metabolisierende Enzyme,
welche an sich nicht toxische Stoffe zu reaktiven Metaboliten verstoffwechseln kénnen.
Zu den klassische Methoden zur Erkennung von Nierenschadigung gehdren zum einen
klinisch-chemische  Untersuchungen (z.B  Serum-Kreatinin und  Blutharnstoff,
Veranderungen in der Ausscheidung von Markerenzymen wie alkalische Phosphatase, N-
Acetyl-B-D-Glucosaminidase), zum anderen die Histopathologie. Ein entscheidender
Nachteil der bislang verfiigbaren klinisch-chemischen Parameter ist die Tatsache, dass
diese wenig sensitiv sind und erst dann Fremdstoff-induzierte Toxizitat aufzeigen, wenn
die Nierenfunktion bereits erheblich beeintrachtigt ist. Daher ist es fur den Prozess der
Arzneimittelentwicklung von grofler Bedeutung, neue empfindliche Marker zu
identifizieren, die toxische Wirkungen auf die Niere friiher aufzeigen kénnen.

Mit Hilfe von ,,omics” Technologien (Genomics, Proteomics, Metabonomics) wurden in
den letzten Jahren bereits eine Reihe potentieller Biomarker identifiziert, von denen es
Hinweise gibt, dass sie Nierentoxizitat friiher und sensitiver voraussagen kénnen als
traditionelle Endpunkte fur Nephrotoxizitdt. Zu diesen gehoren u.a. Clusterin, Kim 1
(Kidney Injury Molekule-1), HO-1 (Hdmoxygenase-1), Vimentin, Osteopontin und Timp-1
(Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases-1), deren Expression im Tubulusepithel der
Rattenniere nach Exposition gegenliber einer Reihe nephrotoxischer Substanzen,
darunter Gentamicin und Cisplatin, im Vergleich zu Kontrolltieren erhéht war.

Neben der verdnderten Expression von Markergenen im Nierengewebe gilt ein
besonderes Interesse einer Reihe von Proteinen, die infolge einer Nierenschadigung
vermehrt in den Urin ausgeschieden werden und somit als nicht-invasive Biomarker
dienen.

Im Rahmen dieser Dissertation sollten diese potentiellen Biomarker anhand von

Modellsubstanzen fiir Nephrotoxizitat (Aristolochiasdure und Gentamicin , Abschnitt 4
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und 5) sowie an Arzneistoffkandidaten, die aufgrund ihrer Nephrotoxizitdt in ihrer
Entwicklung gestoppt wurden (Abschnitt 6) auf Gen-und Proteinebene untersucht werden
und diese mit den konventionellen Methoden (Histopathologie und klinische Chemie)
hinsichtlich ihrer Sensitivitat verglichen werden. Zusatzlich sollten in Zusammenarbeit mit
Projektpartnern aus der pharmazeutischen Industrie im Rahmen des InnoMed-PredTox-
Projektes weitere potentielle neue Biomarker mit Hilfe von , omics“ Technologien
identifiziert und anschlieSend verifiziert werden.

Durch solche frihen Marker hofft man, zeitintensive praklinische Studien zu verkirzen
und damit auch die Kosten der Entwicklung der Substanzen sowie die Anzahl an

Versuchstieren senken zu kdnnen.
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3  MATERIAL & METHODEN

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, sofern nicht
anders angegeben, von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

3.1 Tierexperimentelle Studien

Mannliche Wistar-Ratten im Alter von 8-10 Wochen wurden von kommerziellen
Anbietern bezogen. Die Tiere wurden nach der Ankunft in 5er-Gruppen in Makrolon-IV-
Kafigen (Bayer Makrolon, Leverkusen, Deutschland) unter Standardbedingungen
(Temperatur 21-23 °C, relative Luftfeuchtigkeit 45-55 %, 12-stindiger Tag-/Nacht-
Rhythmus) gehalten. Wasser und Standardfutter (Ssniff, Soest, Deutschland) wurden ad
libitum zur Verfigung gestellt. Die Behandlung der Tiere wird detailliert im jeweils
dazugehorigen Kapitel beschrieben. Am darauffolgenden Tag der jeweils letzten
Behandlung wurden die Tiere mit CO, narkotisiert und (ber Herzpunktion bzw.
Genickbruch getotet. Urin wurde Giber 16 oder 24 h gesammelt, aliquotiert und bei -20°C
fur spdtere Analysen gelagert. Blutproben wurden wahrend des Versuches uber die
Schwanzvene oder retro-orbital bzw. am Tag der Tétung Uber Herzpunktion entnommen
und das daraus gewonnene Serum ebenfalls in Aliquoten bei -20 °C gelagert. Nach
Entnahme von Nieren und Leber, wurden diese mit 0,9 %-iger Kochsalzl6sung gewaschen.
Aliquote der Leber und Nieren wurden in 4 % Formalinldsung eingelegt bzw. in flissigem

Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert.

3.2 Klinische Chemie

Die Analyse der Parameter der klinischen Chemie wurde von den beteiligten
Pharmaunternehmen und im Zentrallabor des Universitatsklinikums Wdirzburg
(Universitat Wirzburg) am Vitros 700XR (Ortho-Clinical Diagnostics, Neckarsgemiind,
Deutschland) durchgefiihrt. Dabei wurden Standardprotokolle unter Anweisung des
Herstellers verwendet. Folgende Parameter wurden im Urin bestimmt: pH-Wert, Glucose,
v-Glutamyltransferase (GGT), Gesamtprotein, Kreatinin und die Osmolaritdt. Desweiteren

wurde im Serum Kreatinin, Harnstoff, Gesamtbilirubin, Aspartat-Aminotransferase (AST),
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Alanin-Aminotransferase (ALT), Alkalische Phosphatase (ALP), y-Glutamyltransferase

(GGT) und Gesamtprotein gemessen.

3.3 Anfertigung von Paraffinschnitten

Nieren- und Lebergewebe wurde sofort nach der Entnahme in Roti® Histofix 4 %
(Phosphat-gepufferter 4 % Formaldehyd) fixiert. Danach wurde das Gewebe am Institut
fur Pathologie, Universitat Wirzburg, in Paraffin eingebettet.

Sowohl fir die histopathologische Beurteilung als auch die immunhistochemischen
Untersuchungen wurden Paraffinschnitte mit einer Schichtdicke von 4 pum am
Rotationsmicrotome (Leica RM 2165, Wien, Osterreich) angefertigt. Um eine giinstige
Block-Konsistenz und somit eine bessere Schnittqualitdit zu erhalten, wurden die
Paraffinblocke auf -10 °C heruntergekihlt. Der hergestellte Schnitt wurde schwimmend in
destilliertem Wasser auf einen 25 x 75 x 1,0 mm Objekttrdger (Superfrost® Plus, Menzel
GmbH und Co KG, Braunschweig, Deutschland) positioniert, in einem ca. 40 °C warmen

Wasserbad gestreckt und bei 40 °C im Brutschrank tiber Nacht getrocknet.

3.4 Anfertigung von Tissue-Microarrays (TMA)

Im Rahmen der PredTox-Studien wurden von Projektpartnern (Conway Institute,
Universitdt College Dublin, Irland) Tissue-Microarrays (TMAs) angefertigt und fir
immunhistochemische Untersuchungen zur Verfiigung gestellt. Durch die TMAs ist es
moglich, verschiedene Gewebeproben einer Studie in einem einzigen Paraffinblock zu
vereinigen. Dadurch ist es moglich, eine Vielzahl von Proben auf einem Objekttrager zu
untersuchen und somit den Materialverbrauch deutlich zu verringern. Weiterhin wird die
Auswertung erleichtert, da die Farbeunterschiede zwischen den einzelnen Proben
verringert sind. Ein weiterer Vorteil ist, dass der entsprechende Pathologe nur einen
Objekttrager begutacheten muss.

Zur Herstellung der TMAs flr eine Studie wurde pro Tier ein kleiner Gewebezylinder
(Durchmesser: 0,6-2 mm) aus dem in Paraffin eingebetteten Nierengewebe ausgestanzt.
Die erhaltenen 45 Nierenstlicke wurden zusammen in einen neuen leeren Paraffinblock

Uberfuhrt (Abb. 3.1) (Mulrane et al., 2008).
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Abb. 3.1 Anfertigung und Layout der Tissue-Microarrays

3.5 Histopathologie

®  Roti®Histol (Xylol-Ersatz)

= 100 % Ethanol

= 70 % Ethanol (verdiinnt mit Millipore-H,0)

= Hamatoxylin: 1 g Himatoxylin, 200 mg NalOs, 50 g KAI(SO4),, 50 g Chloralhydrat, 1 g
Zitronensaure ad 1000 ml H,0

= Eosin

=  Eukitt® (Einschlussmedium) (Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

4 pm dicke Paraffinschnitte wurden fir die histopathologische Begutachtung mit
Hamatoxylin und Eosin-Farbung (HE-Farbung) angefarbt. Mit diesem Gemisch lassen sich
acidophile und basophile Strukturen in biologischen Geweben darstellen. Dabei werden
die Zellkerne blauviolett und Zytoplasma und Kollagenfasern durch Eosin rosa gefarbt.
Dazu wurden die Schnitte Uber eine absteigende Ethanolreihe (3 x 4 min Roti®Histol, 3 x 2
min 100 % Ethanol, 1 x 2 min 70 % Ethanol) entparaffiniert. Nach 4-maligem Waschen mit
demineralisiertem Wasser wurden die Objekttrager fir 10 min in Hamatoxylin-Losung
uberfihrt und erneut fiir 10 min mit flieBendem Leitungswasser gewaschen. Im Anschluss
daran wurden die Schnitte fir 40 sec in Eosinlosung gefarbt und 2 x je 30 sec in
demineralisiertem Wasser gewaschen. Danach wurden die Objekttrager Uber eine
aufsteigende Ethanolreihe (1 x 1 min 70 % Ethanol, 4 x 2 min 100 % Ethanol, 2 x 3 min
Roti®Histol) entwassert und mit Eukitt® unter Verwendung von Deckglasern eingebettet.

Die mikroskopische Beurteilung der HE-Schnitte erfolgte durch die Pathologen Dr. Gordon

Hard (Aristolochiasdure) (Private Consultant, Tairua, Neuseeland) und Dr. John Callanan
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(Gentamicin) (Universitat College, Dublin, Irland). Nierenschnitte der PredTox-Studien

wurden von Firmen-interen Pathologen begutachtet.

3.6 Immunhistochemische Untersuchungen

®  Roti®Histol (Xylol-Ersatz)

= 100 % Ethanol

= 70 % Ethanol (hergestellt mit Millipore-H,0)

= 10 x PBS (pH 7,4) (Phosphate Buffered Saline): 2 g KCl, 82 g NaCl, 5,72g Na,HPO, " 2
H,0, 2 g KH,PO,4 ad 1000 ml H,0

= 1 xPBS: 100 ml PBS ad 1000 ml H,0

= Citratpuffer (pH 6,0): 2,1 g Zitronensaure x H,0 ad 1000 ml H,0

= 0,1 % Trypsin: 1 Trypsin-Tablette (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) / ml
Millipore-H,0

= 30 % H,0,

= 0,05 % Avidin: 1 mg Avidin (Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in 2 ml 1
x PBS

= 0,05 % Biotin: 1 mg Biotin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in 2 ml 1 x PBS

= Albumin Fraktion V

= Ziegenserum (PAA Laboratories, Colbe, Deutschland)

= Eselserum (Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland)

= Vectastain®-Elite ABC Reagenz (Vector Laboratories; Linaris, Wertheim-Bettingen,
Deutschland)

= DAB Substrate Kit (Vector Laboratories; Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland)

= Hamatoxylin: 1 g Himatoxylin, 200 mg NalOs, 50 g KAI(SO4),, 50 g Chloralhydrat, 1 g
Zitronensaure ad 1000 ml H,0

= Eosin

= Dakopen® (Fettstift) (DAKO, Hamburg, Deutschland)
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Tabelle 3.1 Verzeichnis der fiir die Inmunohistochemie verwendete Primdrantikérper

Antikérper Firma Spezies Verdiinnung DAB-Einwirkzeit
Kim-1 R&D Systems Ziege 1:200 60 s
Clusterin Santa Cruz Ziege 1:200 120s
Lipocalin-2 R&D Systems Ziege 1:150 70s
Timp-1 Acris Kaninchen 1:400 90s
Vimentin Santa Cruz Maus 1:800 60 s

Tabelle 3.2 Verzeichnis der fiir die Immunohistochemie  verwendeten  Biotin-gekoppelten
Sekunddrantikérper

Antikoérper Firma Spezies Verdiinnung
Kaninchen IgG Vector Lab. Ziege 1:200
Maus IgG Santa Cruz Ziege 1:200
Ziege 1gG Santa Cruz Esel 1:200

Fir die immunhistochemische Detektion wurden die angefertigten Schnitte (Vgl. Kapitel
3.1.) und TMAs (Vgl. Kapitel 3.2.) fir 1 Stunde im Trockenschrank (Memmert, Schwabach)
bei 60 °C angetrocknet, um ein Ablosen vom Objekttrager zu vermeiden. Diese beiden
Schritte wurden bei der Detektion von Vimentin, Kim-1 und Clusterin nicht durchgefiihrt.
Danach wurden die Schnitte je 4 x 3 Minuten in Roti®-Histol entparaffiniert, je 2 Minuten
in 2 x 100 % Ethanol und 70 % Ethanol rehydriert und anschlieBend dreimal fir je 5
Minuten in 1 x PBS gewaschen. Da aufgrund von Quervernetzungsreaktionen durch die
Fixierung mit Formaldehyd der Zugang des primdren Antikdrpers zu seinem
Reaktionspartner erschwert wird, wurde eine Demaskierung der Antigene durch 4
min(tiges Kochen in Citratpuffer (pH 6,0) in einem Schnellkochtopf durchgefiihrt. Danach
wurden die Objekttrager durch langsamen Zulauf von kaltem Wasser abgekuhlt und
dreimal mit 1 x PBS gewaschen. Zwischen dem ersten und zweiten Waschschritt wurde
die Schnitte mit einem Fettstift (Dako Pen®, Dako, Hamburg, Deutschland) umfahren,
damit sich die folgenden Lésungen anstatt auf dem gesamten Objekttrager nur auf dem
Praparat verteilen (hydrophobe Abgrenzung). AnschlieBend wurde eine weitere
Demaskierung mittels enzymatischem Verdau durchgefiihrt. Dazu wurden die Schnitte
mit einer 0,1 % Trypsinldsung fiir exakt 2 Minuten bei 37 °C im Trockenschrank behandelt.

Zum Abstoppen der Enzymaktivitdt wurden die Schnitte mehrmals in 1 x PBS getaucht,
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vorsichtig abgetropft und in ein feuchte Kammer (Rotilabo®-Farbekammer, Roth,
Karlsruhe, Deutschland) (berfiihrt. Um unspezifische Bindungsreaktionen des
Primdrantikorpers an freien reaktiven Gewebsantigenen zu blockieren, wurden die
Schnitte im Anschluss fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) mit 10 % Ziegenserum bzw.
5 % Eselserum in PBS inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit 1 x PBS zu je 3
Minuten wurden die Schnitte mit 3 % H,0, in 1 x PBS bei RT fiir 15 Minuten inkubiert, um
die endogene Peroxidaseaktivitdt in den Geweben zu blockieren und zu inaktivieren.
Aufgrund eines hohen Gehaltes von endogenem Biotin in Nierengewebe wurde dieses mit
Hilfe von Avidin und Biotin blockiert, um die Hintergrundfarbung zu minimieren. Dazu
wurden die Praparate jeweils fir 15 Minuten mit 0,001 % Avidinldsung und 0,001 %
Biotinlosung bei RT inkubiert. Zwischen den einzelnen Behandlungsschritten wurden die
Schnitte jeweils 2 x 5 Minuten in PBS gewaschen. Daraufhin erfolgte das Aufbringen des
primaren Antikorpers in der entsprechenden Verdiinnung in 5 % Ziegenserum/PBS bzw. 5
% Eselserum/PBS (Tab. 3.1) und Inkubation in der feuchten Kammer bei 4°C Gber Nacht.
Als Negativkontrolle diente Normalserum.

Am darauf folgenden Tag wurden die Schnitte dreimal fur jeweils 5 Minuten in PBS
gespllt und mit dem biotinylierten sekundaren Antikérper (Tab. 3.2) in einer Verdiinnung
von 1:200 in PBS fur 45 Minuten bei RT inkubiert. Nach 3 x 5 Minuten Waschen in PBS
wurden die Schnitte mit  Avidin-Biotinylierter-Meerrettichperoxidase-Komplex
(Vectstain®-Elite ABC Reagent) fir 30 Minuten bei RT inkubiert und anschlieBend erneut 2
x 5 Minuten mit PBS gewaschen. Durch die aullergewdhnlich hohe Affinitat und
Bindungskapazitat des Proteins Avidin zu dem niedermolekularen Vitamin Biotin wird an
dieser Stelle eine grolRe Anzahl von Peroxidase-Molekilen eingebracht und damit eine
Verstarkung der Farbreaktion hervorgerufen. AnschlieBend wurden die Praparate mit
DAB-Chromogen (3,3‘-Diaminiobenzidin Tetrahydrochlorid) (Zeitangabe siehe Tab. 3.2)
gefarbt. Dabei reagiert die Peroxidase nun mit dem Wasserstoffperoxid und dem
Chromogen (DAB) zu braunen Farbmolekilen, die am Ort des Antigens prazipitieren und
letztendlich Lokalisation des Proteins im Gewebe sichtbar machen. Nachdem die Schnitte
kurz in Leitungswasser gespillt wurden, wurden sie zweimal fir 3 Minuten mit
demineralisiertem Wasser gewaschen und dann zur Farbung der Zellkerne flir 5 Minuten
in Hamatoxylin-Lésung getaucht. Im Anschluss wurden die Schnitte fir 5 Minuten mit

flieRendem Leitungswasser und demineralisiertem Wasser gespiilt. AbschlieBend erfolgte
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die Dehydrierung Uber eine aufsteigende Ethanolreihe. Dazu wurden die Prdparate
zunachst fur 1 Minute in 70 % Ethanol und viermal je 2 Minuten in 100 % Ethanol
getaucht. Nach der Reinigung mit Roti®-Hiostofix (2 x 3 Minuten) wurden die Schnitte
unter Verwendung von 24 x 60 mm Deckgldsern (Roth, Karlsruhe, Deutschland) sofort mit

Eukitt® eingedeckt.

3.7 Western-Blot-Analyse

Beim Western-Blot-Verfahren werden isolierte Proteine auf einer Membran
immobilisiert, um sie danach mit spezifischen Antikdrpern detektieren zu kénnen. Dazu
werden die aus dem Gewebe isolierten Proteine mittels Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
ihrer GroRe nach aufgetrennt, anschliefend auf eine geeignete Matrix transferiert und

mit spezifischen Antikdrpern detektiert.

3.7.1 Proteinisolierung aus Nierengewebe

= Ripa-Lysepuffer (pH 7,4): 88 mg Tris-HCl, 877 mg, 1 ml Nonidet P-40, 250 mg Na-
desoxycholat, 1 ml 100 mM Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) ad 100 ml H,0 (am
Versuchstag werden noch 5 pl 200 mM NaF, 5 pl 200 mM NasVO, pl Protease-
Inhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) / 1 ml RIPA-Lysepuffer

zugegeben)

Zum Nachweis der Biomarker mittels Western-Blot-Analyse, wurden circa 200 mg
gefrorenes Nierengewebe mit 1 ml eiskaltem RIPA-Lysepuffer versetzt und mit dem Ultra-
Turrax-T8 (IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland) homogenisiert. Das Homogenat
wurde anschlieBend 5-mal durch eine 26G Nadel (Hartenstein, Wirzburg, Deutschland)
gezogen und danach fur 15 Minuten bei 4 °C mit einer Umdrehung von 14000 U/min
zentrifugiert (Zentrifuge 5402, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand wurde

in ein neues Tube Uberfuhrt aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
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3.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem DC-Assay

= Rinderserumalbumin-Stammlésung (BSA): 1,49 mg/ml

= DC-Assay (Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland)

Der Proteingehalt des Homogenats wurde mit Hilfe des DC Protein Assays nach der
Methode von Lowry (Lowry et al., 1951) bestimmt. Dabei handelt es sich um eine
zweiphasige kolorimetrische Proteinbestimmung. Im ersten Schritt reagieren die Proteine
im alkalischen Milieu mit Kupfer(ll)-lonen unten Bildung eines Kupfer-Protein-Komplexes.
Daraufhin wird das zwei-wertige Kupfer zu ein-wertigem reduziert. Dieses wiederum
reduziert die im gelben Folin-Reagenz enthaltenen Molybdan(VI)- und Wolfram(VI)-
Heteropolysdauren zum vier-wertigen Molybdanblau, dessen gemessene Absorption
anndhernd proportional zur Proteinkonzentration ist. Vom Proteinstandard
Rinderserumalbumin (BSA) wurde eine Eichgerade mit 5 Verdiinnungen im Bereich von 0-
1490 pg/ml hergestellt. Nach Zugabe aller Reagenzien und 15 minitigen Inkubation
wurde die Absorption am UV/VIS Spectrophotometer Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech,
Cambridge, UK) gegen einen Leerwert bei einer Wellenlange von 750 nm photometrisch

gemessen.

3.73 Probenvorbereitung

= 2 x Laemmli-Probenpuffer (Laemmli, 1970)(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
= 6 x Probenpuffer (pH 6,8): 12% SDS, 50% Glycerol, 25 % 2-Mercaptoethanol, 0,002 %
Bromphenolblau, 250 mM Tris-HClI

Die Gewebehomogenate wurden mit Lysepuffer auf eine Proteinkonzentration von 4
ug/ml eingestellt. Danach wurden sie in 2 x Laemmli-Proben-Puffer aufgenommen.

Zum Nachweis der Proteinbiomarker im Urin wurden die Urinproben mit Millipore-H,0
auf einen einheitlichen Kreatininwert von 20 mg/dl| eingestellt und mit 6 x Probenpuffer
verdiinnt. AnschlieBend wurden die Proben fir 5 min aufgekocht, abzentrifugiert und auf

Eis abgekihlt.
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3.74 Auftrennung von Proteinen iiber SDS-Polyacrylamidgelekrophorese (SDS-
PAGE)

= Rotiphorese-Protogel (Roth): 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid

= Sammelgelpuffer (pH 6,8): 0,5 M Tris

=  Trenngelpuffer (pH 8,8): 1,5 M Tris

= 10 x Laufpuffer (pH 8,3): 250 mM Tris-Base, 1,92 M Glycin, 1 % SDS

= 1 x Laufpuffer: 100 ml Laufpuffer ad 1000 ml H,0

= 10 % Ammoniumpersulfat (APS)

= 10 % Natriumdodecylsulfat (SDS)

= Temed (N,N,N’,N-Tetramethylethan-1,2-diamin)

* peqGOLD Protein Marker IV (Molekulargewichtstandard fiir Proteine) (Peqlab
Biotechnologie, Erlangen, Deutschland)

= |sopropanol

Die Auftrennung des Gesamtproteins erfolgte unter denaturierenden Bedingungen
mittels vertikaler SDS-PAGE nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970). Dabei
werden die Proben in einem 6 % Sammelgel konzentriert und im Anschluss in einem
hoher konzentrierten Trenngel elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Die 1 mm dicken Gele wurden in 2 Arbeitsschritten mit dem Dual-Gel-Caster
(Hoefer San Francisco, USA) hergestellt. Zunédchst wurde das Trenngel (Tabelle 3.3) bis
circa 3 cm unter den Plattenrand gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach dem
Polymerisieren des Trenngels wurde der Isopropanol abgenommen, das Sammelgel
(Tabelle 3.3) auf das Trenngel gegossen und der Gelkamm eingesetzt. Die
auspolymerisierten Gele wurden in die Minigel-Apparatur (BioRad, Miinchen,
Deutschland) tberfihrt und mit 1 x Laufpuffer iberschichtet.

Jede Geltache wurde mit 10 pg Protein bzw. 10 pl Urinlésung beladen. Zur
GroBenbestimmung diente ein Molekulargewichtstandard in einem Bereich von 10-170
kDa. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V, wobei sich die Dauer des Laufes nach der

ProteingréRe und Zusammensetzung des Gels richtete.
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Tabelle 3.3 Zusammensetzung eines Polyacrylamidgeles fiir die elektrophoretische Auftrennung von

Proteinen

Reagenz Sammelgel (6 %) Trenngel (12,5 %) Trenngel (16 %)
Demineralisiertes H,0 4,0ml 6,2 ml 3,9ml
0,5M Tris (pH 6,8) 0,125 ml - -

1,5MTris (pH 8,8) - 5,0ml 5,0ml
Acylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 0,80 ml 8,3ml 10,60 ml
SDS (10%) 0,05 ml 0,2ml 0,2ml

APS (10%)* 0,05 ml 0,2ml 0,2ml

TEMED* 0,005 ml 0,02 ml 0,02 ml

(*Starter der Polymeris ation)

3.75 Western-Blotting
= Transferpuffer: 3 g/l Tris-Base, 14,4 g/I Glycin, 20 % Methanol

Im AnschluB an die SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran (Protran® Nitrocellulose Transfer Membran, Schleicher & Schuell,
Hartenstein, Wdirzburg, Deutschland) (bertragen. Der Transfer auf die
Membranoberflache erfolgte auf elektrochemischem Wege, wobei die Proteine durch
hydrophobe Wechselwirkungen mit der Membran interagieren. Die Polyacrylamid-Gele,
Schwamme, Filterpapiere und Nitrocellulosemembranen wurden zunachst fiir 15 Minuten
in Transferpuffer eingelegt. Danach wurde die sandwichartige Transferapparatur (Abb.

3.2) aufgebaut.

Schwamm
Filtermembran (2x)

Gel
NC-Membran

Transfer

Filtermembran (2x)

Schwamm

v Anode

Abb. 3.2 Schematische Darstellung der ,,Sandwich“-Apparatur fiir den Nassblot
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Der Proteintransfer erfolgte unter Rihren und Kihlung in einer mit Transferpuffer
gefiillten Blot-Apparatur (Mini Protean Il, BioRad, Minchen, Deutschland) bei 100 V fir
75 Minuten.

3.7.6 Ponceau-S-Farbung der Membranen

=  Ponceau-Losung: 0,1 g Ponceau-S-Farbstoff, 5 ml Essigsdure ad 100 ml H,O

Der Erfolg des Proteintransfers auf die Membran wurde anschlieBend durch eine
reversible Ponceau-Farbung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) visualisiert. Dazu
wurden die Nitrocellulosemembranen fir 1 min in der Farbeldsung belassen und solange
mit demineralisiertem Wasser schrittweise entfarbt, bis nur noch die Proteinbanden
sichtbar waren. Zur Dokumentation wurden die angefarbten Membranen fotokopiert und

anschliefend vollstandig mit demineralisiertem Wasser entfarbt.

3.7.7 Detektion von Proteinen

= 10 x TBS (pH 7,4) (Tris Buffered Saline): 50 mM Tris, 150 mM NacCl
= TBST: 100 ml 10 x TBS, 1 ml Tween 20 ad 1000 ml H,0
= Blockierungslosung: 5 % Milchpulver in TBST

= ECL-Detection Reagent 1 und 2 (GE-Healthcare, Miinchen, Deutschland)

Tabelle 3.4 Verzeichnis der verwendeten primdren Antikérper fiir die Western-Blot-Analyse

Antikorper Firma Spezies Verdiinnung
Kim-1 ICL Lab Ziege 1:1000
Clusterin Santa Cruz Ziege 1:1000
Lipocalin-2 R&D Systems Ziege 1:1000
B-aAktin Sigma-Aldrich Maus 1:20000
Prof. Theo Wallimann, )
AGAT o Kaninchen 1:2000
ETH Zurich
Peroxiredoxin-1 R&D Systems Ziege 1:5000
Catalase Calbiochem Kaninchen 1:1000
Gluthathion- )
) R&D Systems Ziege 1:1000
peroxidase-1
PEPCK-1 Cayman Kaninchen 1:1000
PRBP-4 Alexis Kaninchen 1:2000
Moesin AbD Serotec Ziege 1:500
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Tabelle 3.5 Verzeichnis fiir die verwendeten Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten sekunddren
Antikérper

Antikérper Firma Spezies Verdiinnung
Kaninchen IgG Santa Cruz Ziege 1:5000
Maus IgG Santa Cruz Ziege 1:5000
Ziege IgG Santa Cruz Esel 1:5000

Um die freien Bindungsstellen zu sattigen wurde die Membran fiir 2 Stunden bei RT in
Blockierlosung geschittelt. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation mit dem primaren
Antikorper Uber Nacht bei 4 °C (Schittler). Dafiir wurde die entsprechende Menge
Antikorper (Tab. 3.4) in 10 ml Blockierldsung verdiinnt.

Der Uberschissige und nicht gebundene Antikorper wurde in drei aufeinanderfolgenden
Waschschritten zu je 15 min mit 0,1 % TBST auf dem Schittler bei RT entfernt. Nach
Zugabe des sekundaren, an Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten Zweitantikorpers
(Tab. 3.5) erfolgte die Inkubation fiir 1 Stunde bei RT auf dem Schuttler. Danach wurde
die Membran erneut dreimal mit der Waschlésung 0,1 % TBST gewaschen.

Um den Komplex aus Zielprotein und Antikorper visualisieren zu kdénnen, wurde ECL-
Detection Reagent 1 und 2 (GE-Healthcare, Miinchen, Deutschland) verwendet. Bei dieser
sogenannten Enhanced Chemiluminescence (ECL) wandelt die am sekundaren Antikorper
gebundene Peroxidase das Substrat Luminol in seine oxidierte Form um, wobei es zu
einer Lichtemission kommt, die auf einem Réntgenfilm sichtbar gemacht werden kann.
Fir die Detektion wurden die Reagenzien 1 und 2 zu gleichen Teilen gemischt und fir 1
min auf die Membran aufgetragen. Danach wurde in der Dunkelkammer ein Rontgenfilm
(Hyperfilm™, GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) auf die Membran gelegt, fiir einige
Zeit belichtet und automatisch Uiber die Entwicklungsappartur (Kodak X-OMAT 1000,
Stuttgart, Deutschland) entwickelt. Fir die densitometrische Auswertung der sichtbaren
Banden, wurde die Geldokumentationsanlage (GelDoc 2000, Bio-Rad, Minchen,
Deutschland) verwendet. Dazu wurden die Proteinbanden markiert und die Pixeldichte
unter Berlcksichtigung des Hintergrundes mit Hilfe der Software berechnet. Die
Pixeldichte (OD) der behandelten Tiere wurde auf die dazugehorigen Kontrollen

normalisiert.
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3.8 Nachweis neuer Biomarker durch qRT-PCR
3.8.1 Gewinnung der RNA aus Nierengewebe

3.8.1.1 Allgemeiner Umgang mit RNA

RNA ist im Gegensatz zu DNA sehr instabil. Daher ist es bei der Isolation besonders
wichtig, die sehr stabilen RNasen maoglichst schnell zu inaktivieren und somit die Qualitat
und Ausbeute der RNA zu erhéhen. Alle Losungen wurden in RNase-freien Gefdl3en
angesetzt. Dazu wurde Glasmaterial flr die Dauer von 3 h einer Temperatur von 200 °C
ausgesetzt. Weiterhin wurden zum Pipettieren ausschlielich RNase-freie Filterspitzen
verwendet und alle Oberflachen und Laborausristungen mittels RNase Away (Molecular
BioProducts, San Diego, USA) gereinigt. Alle Arbeitschritte wurden, soweit nicht anders

erwahnt, auf Eis durchgefihrt.

3.8.1.2 RNA-Isolierung mittels saurer Phenol-Chloroform-Extraktion (Trizol)

* Total-RNA-Isolierungsreagenz (TRIR, Trizol) (Thermo Fisher Scientific, Hamburg,
Deutschland)

* Chloroform

* Isopropanol

* 75 % Ethanol

* RNase-freies DEPC (Diethylpyrocarbonat)-H,0

* RNase AWAY (Dekontaminationsmittel) (Molecular BioProducts, San Diego, USA)

Zunachst wurde 50-100 mg gefrorenes Nierengewebe in einen manuellen Teflon-Glas-
Homogenisator gegeben, mit 1 ml Total-RNA-Isolierungsreagenz (TRIR) versetzt und
homogenisiert. Dieses Aufschlussreagenz enthalt zum einen Guanidinthiocyanat (GITC),
welches durch seinen chaotropen Charakter die Zellen des Gewebes lysiert und RNasen
inaktiviert, sowie Phenol, in dem sich DNA und Proteine 16sen. Das Gewebehomogenat
wurde in ein 1,5 ml-Eppendorfgefal tberfihrt und fir 10 Minuten 10800 U/min unter
Kihlung (4 °C) zentrifugiert (Hettich® Universal 16R, Tuttingen, Deutschland). Nach
Uberfilhrung des Uberstandes in ein neues 1,5 ml-EppendorfgefdR, wurden 200 pl
Chloroform hinzugeben, diese Losung 5 min inkubiert und erneut fir 15 min zentrifugiert,

wodurch sich das Homogenat in 3 Phasen auftrennte. In der unteren hydrophoben
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Phenol-Chloroform-Phase befinden sich die Proteine und DNA, wahrend die RNA in der
oberen hydophilen Phase gel6st vorliegt. Diese klare wassrige Phase wurde vorsichtig
abgenommen und in ein autoklaviertes 2 ml-Eppendorfgefall Gberfiihrt. Durch Zugabe
von 450 pl Isopropanol wurde die RNA prazipitiert. Dafiir wurden die Proben gut
vermischt, fiir 10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 10 min bei 4 °C und 10800
U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das sich am Boden
befindende braune gelartige RNA-Prazipitat 2 x mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen (7000
U/min, 4 °C, 5 min), um Isopropanol- und Salzreste zu entfernen. Nach dem zweiten
Waschschritt wurde der Ethanol komplett abgenommen und noch vorhandene Flissigkeit
mit einem sterilen Wattestabchen aufgesaugt. Danach wurde das Pellet fur 15 Minuten
unter dem Abzug luftgetrocknet, in 50 pl RNase-freiem Wasser geldst und im Anschluss
fir 10 min im Heizblock (Dri-Block DB-2A, Techne, Burlington, USA) auf 60 °C erhitzt. Die

geloste RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.8.1.3  Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der Konzentration erfolgte am Spektralphotometer (UV-1601, Shimadzu,
Duisburg, Deutschland) durch Messung der optischen Dichte in Quarzkiivetten. Dafir
wurde die isolierte RNA 1:70 mit RNase freiem H,0 verdinnt und anschlieRend bei einer
Extinktion von 260 nm (Absorptionsmaximum der Nukleinsduren) und 280 nm
(Absorptionsmaximun der Proteine) gegen den Leerwert gemessen. Der Quotient aus der
Extinktion bei 260 nm und 280 nm dient zur Beurteilung eventueller

Proteinkontaminationen und sollte zwischen 1,8 und 2, 0 liegen.

Da die optische Dichte bei 260 nm einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml entspricht,

wurde zur Berechnung der RNA-Konzentration [ug/ml] folgende Formel verwendet:

RNA [pg/ml] = A0 x 40 x V
(A = Extinktion bei 260 nm; V = Verdlinnungsfaktor [70])

3.8.1.4 Integritéitspriifung der RNA durch Agarosegelelektrophorese

¢ Agarose NEEO

* 10 x MOPS (pH 7,0) (Morpholinoprpropansulfonséure-Puffer): 41,9 g MOPS (3-N-
Morpholinopropansulfonsaure), 4,10 g Natriumacetat, 3,72 g ETDA ad 1000 ml H20

* 1xMOPS
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* RNA-Probenpuffer: 1 ml 10 x MOPS, 5 ml Formamid, 37 % Formaldehyd

* 10 x RNA-Ladepuffer (pH 8,0): 2,5 ml Glycin, 250 pl Bromphenolblaulésung, 10 pl
EDTA ad 5 ml H20

* 37 % Formaldehyd

Zur Herstellung des Agarosegels wurden 1,2 g Agarose in 85 ml autoklaviertem Wasser
gelost, kurz in der Mikrowelle (30 sec, 600 W) aufgekocht und auf 60 °C abgekihlt.
Danach wurden 5 ml 37 % Formaldehyd und 10 ml 10 x MOPS zugegeben. Durch kurzes
Schwenken wurde die Gellésung gemischt, in die Gelkammer gegossen und der Gelkamm
eingesetzt. Das Gel wurde nach der Polymerisation in eine horizontale Laufkammer
eingesetzt und mit 1 x MOPS Uberschichtet.

Je 2 ug RNA (geldst in 4,7 pl H,0) wurden mit 15,3 pl RNA-Probenpuffer und 2 pl RNA-
Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Im Anschluss daran erfolgte die 1-
stiindige Gelelektrophorese bei 80 V. Nach der Auftrennung der RNA wurde das Gel fiir 15
min in einer Ethidiumbromidlésung (5 ul/100 ul H,0) gefarbt und die visualisierten
Banden unter UV-Licht detektiert (Geldokumentationsanlage, GelDoc 2000, Bio-Rad,

Deutschland).

3.8.1.5 RNA-Aufreinigung mittels Spinsdulentechnologie

RNeasy Mini Kit: (Qiagen, Hilden, Deurschland)

(vor Beginn wurde der RPE-Puffer (5 x Konzentrat) mit Ethanol 1:5 verdinnt und dem
RLT-Puffer noch 10 pl B-Mercaptoethanol pro 1 ml Puffer zugesetzt)

* RNase free DNase Set (Quiagen, Hilden, Deutschland)

* RNase freies Wasser

* 99 % Ethanol

* RNase AWAY (Molecular BioProducts, San Diego, USA)

* B-Mercaptoethanol

Eine Methode zur weiteren Aufreinigung von RNA bietet das RNeasy Mini Kit (Firma
Qiagen, Hilden Deutschland). Diese beruht auf der Bindung der RNA an eine Silika-Gel-
Membran.

Dazu wurden zundchst 70-90 pg isolierte Gesamt-RNA (s. Kap. 3.8.1.2) verwendet und

diese mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 100 pl aufgefullt. Als ndchstes
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wurden 350 pl GITC-haltiger Lysepuffer RLT und 250 pl 99 % Ethanol zugegeben und
durch mehrmaliges auf- und abpipettieren vermischt. Dabei werden RNasen inaktiviert
und eine selektive Bindung der RNA an die Kieselgel-Membran unterstiitzt. Danach wurde
die RNeasy-Spin-Saule mit der Probe (700 ul) beladen und bei 8000 U/min flr 15 sec bei
RT zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5415, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Dabei
bindet die RNA an die Membran und das Eluat wird verworfen. Um zusatzlich noch letzte
DNA-Kontaminationen zu entfernen, erfolgte als nachstes ein on column (auf der Saule)
DNA-Verdau mit dem RNase free DNase Set (Qiagen, Hilden, Deutschland). Dafiir wurde
zuerst 350 pul RW1-Puffer (15 sec, 8000 U/min) und dann 80 pul DNase (1:8 in RDD-Puffer
verdlinnt) auf die Saule gegeben. Nach einer Inkubation von 15 min bei RT wurde erneut
mit 350 pul RW1-Puffer gewaschen und zentrifugiert (15 sec, 8000 U/min). Nun wurde die
Sdule in ein neues Sammelgefdld Gberfihrt und mehreren Waschschritten unterzogen.
Diesbezuglich wurde zunachst mit 500 pl (5 sec, 8000 U/min) und dann mit 350 pul RPE-
Puffer gewaschen (1 min, 8000 U/min). Die Saule wurde auf ein neues Sammelréhrchen
gesteckt und zur Trocknung der Kieselgel-Membran fir 1 min bei 14000 zentrifugiert. Flr
die Elution der RNA wurde die Saule in ein frisches 1,5 ml-Eppendorfgefall gesetzt und
nach zweimaliger Zugabe von je 30 pl RNase-freiem Wasser (im Kit enthalten) auf die
Membran fiir je 1 min bei 8000 U/min zentrifugiert. AbschlieRend erfolgte erneut die
photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration (Vgl. Kap. 3.8.1.3). Die gereinigte
RNA wurde bei -80 °C gelagert.

3.8.2 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkriptase
= 1% Strand Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Hamburg, Deutschland)

Die Umschreibung der RNA in cDNA wurde mit dem 1% Strand Synthesis Kit von Thermo
Fisher Scientific durchgefiihrt. Dazu wurde 1 pg total-RNA (s. Kap. 3.8.1.5) je
Reaktionsansatz eingesetzt und in einem PCR-Tube mit RNase-freiem Wasser auf ein
Volumen von 11 pl aufgefillt. Weiterhin wurde 1 pl Random decamers zupipettiert, die
Probe vorsichtig gemischt und anschlieRend fiir 5 min bei 70 °C Thermocycler (PTC-100™
Programmable Thermal Controller MJ Research, Waltham, USA) inkubiert. Die PCR-
Gefdlle wurden sofort auf Eis abgekihlt. AnschlieRend wurde zu jeder Probe 8 pl

Mastermix (Zusammensetzung: Tabelle 3.6) gegeben und erneut gut gemischt. Fir die
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Reverse Transkription (cDNA-Synthese) wurden die Proben fiir 50 min auf 47 °C im Cycler
erhitzt. Danach wurde die Temperatur fir 10 min auf 75 °C erhdéht, um das Enzym
,Reverse Transkriptase” zu inaktivieren. Die entstandenen cDNA-Proben wurden
abschlieend durch Zugabe von 80 pl RNase-freiem Wasser 1:5 verdinnt. Die
Negativkontrolle wurde in der gleichen Weise behandelt, jedoch wurde in dem Matermix
das Enzym Reverse Transkriptase durch 1 pl RNase-freies Wasser ersetzt. Die Lagerung

der cDNA erfolgte bis zur Weiterverwendung bei -20°C.

Tabelle 3.6 Zusammensetzung des Mastermixes fiir die cONA-Synthese

Reagenz Volumen / Reaktion
5x 1 strand buffer 4l
dNTP mix 2ul
Reverse-iT ™ RTase blend 1pd
DTT 100 mM 1l

3.8.3 Quantitative Real-Time PCR

* 2 x Absolute QPCR SYBR Green Mix (Thermo Fisher Scientific, Hamburg, Deutschland)
* RNase freies Wasser

* 14 pM Vorwarts-Primer (FW)

* 14 pM Riickwarts-Primer (RV)

Tabelle 3.7 Zusammensetzung des Mastermixes fiir die Real-Time-PCR (pro Probe)

Reagenz Volumen / Reaktion Endkonzentration
2 x Absolute QPCR SYBR Green Mix 10,00 pl 1x
FW Primer (14 uM) 0,15 pl 0,105 pM
RV Primer (14 uM] 0,15 pl 0,105 uM

Rnase-freises H20 7,70 ul
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Tabelle 3.8 Oligonukleotide fiir die Real-Time-PCR; Abkiirzungen: FW, forward (vorwiirts), RV, reverse

MATERIAL & METHODEN

(riickwdrts)

Gen-Symbol Gen-Name Primersequenz (5'-3') Referenz

Lcn2 Lipocalin-2 ;\\A/I Elggggggﬁﬁggﬁlﬁﬁgﬁﬁg (Chen et al., 2006)

ma  Kerimol | VCCIORCASHAR gyl a0

gy Tsuelnhibitorof P MTCMGATEACTMONTGCTCAMGS  (rier et o, 2008

Clu Clusterin ;\\A/I Zéé;éf:i?gg(i%??g:g (Luhe et al., 2003)

HO-1 Hamoxygenase-1 :\\//V EZ??S(SAEESEKLTACACA-I—STEEG (Rached, et al., 2008)

OPN Osteopontin ;\\A/I E;é?gég?;:égg:fggf;:g/x (Amin, et al., 2004)

Vim Vimentin ;\\A/I 22;2%22?@2?2??5?:5 (Rached, et al., 2008)

Actb B-Aktin ;\\A/I gggéé:g?g;igi;gﬁgp‘ﬁ (Depreter et al., 2002)
designed mittels Primer

18s rRNA 18s ribosomale RNA ;\\A/I Sg:?ggjf:ggéﬁf:ggﬁng i);)F:)rI?:;(@BiS(())sf:/\:'Iczrr?s,

Forster City, USA

In einer 96-well Platte (Roche, Mannheim, Deutschland) wurden pro well 2 pyl cDNA
vorgelegt und mit 18 pl Mastermix, (Zusammensetzung Tab. 3.7) versetzt. Der im
Mastermix enthaltene Cyanin-Farbstoff SYBR-Green bindet an doppelstrangige DNA und
die Fluoreszenz des resultierenden DNA-Farbstoff-Komplexes wird gemessen.

Die verwendeten Primer wurden von der Firma Biomers (Ulm, Deutschland) synthetisiert
und sind in Tabelle 3.8 angegeben.

Anschliefend wurde die Platte mit einer Klebefolie verschlossen, fir 15 sec bei 2000
U/min zentrifugiert (Labofuge GL, Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland) und in den
LightCycler® 480 (Roche, Mannhein, Deutschland) lberfiihrt. Den Amplifikationszyklen
ging eine Aktivierung der Tag-Polymerase fir 15 Minuten bei 95 °C voraus. Der
eigentliche Amplifizierungszyklus bestand aus der Denaturierung fir 15 Sekunden bei 95
°C, der Primer-Hybridisierung (Annealing) bei 60 °C fur 30 Sekunden und der
anschlieBenden Strangsynthese (Elongation) fiir 30 Sekunden bei 72 °C. Im Anschluss an
die 45 Amplifikationszyklen wurde das entstanden Produkt einer Schmelzkurvenanlyse
unterzogen. Dazu wurde es erneut bei 55 °C hybridisiert und anschliefend mit einer
Heizrate von 0,5 °C/5 sec auf 95 °C erwarmt. Die PCR-Produkte wurden bei ihrer
spezifischen denaturiert und der

Schmelztemperatur temperaturabhdngige
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Fluoreszenzabfall gemessen. Zur Analyse der Daten wurde die LightCycler® 480 Software
von Roche (Mannheim, Deutschland) verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels AAct-

Methode.

3.9 Quantitative Proteinbestimmung im Urin durch Singleplex-ELISA

Der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) ist ein quantitatives immunologisches
Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Dabei ist der
Sandwich-ELISA der am haufigsten benutzte Immunassay. Bei dieser Methode werden 2
Antikorper verwendet, die beide spezifisch an das Antigen binden. Der Primadrantikorper
(Einfang-Antikorper) wird auf eine spezielle Oberflache einer Mikrotiterplatte gebunden
(gecoatet), danach wird die Probe mit dem zu untersuchenden Antigen (Protein)
zugegeben und anschlieBend mit einem Sekundarantikdrper (Detektions-Antikdrper)
versetzt. Dieser Sekundarantikorper ist mit einem Enzym (Peroxidase) gekoppelt, welches
im letzten Schritt des ELISAs ein Substrat (TMB, Tetramethylbenzidin) umsetzt und damit
zu einem sichtbaren Farbumschlag fuhrt. Nach einer definierten Zeit wird die
Farbentwicklung durch Zugabe von Schwefelsaure abgestoppt. Die Platte wird im
Anschluss in einem Spektralphotometer ausgewertet. Durch die Farbentwicklung und die
vorhandene Standardkurve kdnnen verschiedene Proben quantitativ auf den Gehalt des

gesuchten Proteins untersucht werden.

3.9.1 Lipocalin-2

* Coating-Puffer (pH 9,6): 3,03 g Na,COs, 6,09 g NaHCO3 ad 1000 ml H,0

* PBS(pH 7,4): 1,16 g Na,HPO,, 0,1 g KCl, 0,1 g K3PO,, 4,00 g NaCl ad 500 ml H,0

* Blockierungspuffer: 1 % BSA in PBS

* Verdiinnungspuffer: 1 % BSA in PBS

* PBS-T-Waschpuffer: 0,05 % Tween 20 in PBS

* Primdrantikorper: Monoklonal Maus-NGAL (anti-Maus, anti-Ratte) (Bioporto
Diagnostic, Dianova, Hamburg, Deutschland)

¢ Sekundarantikorper: Monoklonal biotinyliert anti-Ratte-NGAL (Bioporto Diagnostic,
Dianova, Hamburg, Deutschland)

* Rekombinantes NGAL-Protein (R&D Systems, Wiesbaden-Norderstadt, Deutschland)
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* Streptavidin-HRP-Konjugat: 1 pg/ml (Vector Laboratories; Linaris, Wertheim-
Bettingen, Deutschland)

* TMB-Substrat-Losung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

* 2N H,;S0, (Stoppldsung) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Der Primérantikérper wurde mit dem Coatingpuffer auf eine Konzentration von 2,5 pl/ml
eingestellt und die ELISA-Platte mit jeweils 50 pl (entspricht 125 pg) Antikorperlésung pro
Well bei 4 °C tGber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Loésung entfernt und die
Wells 2-mal mit PBS-T gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen zu hemmen, wurden
die Wells jeweils mit 200 pl Blockierungspuffer fir 2 h bei RT versetzt. Danach wurden je
100 pl der in 1 % BSA/PBS verdiinnten Proben (Urin 1:1600) in die Wells pipettiert, die
Platte verschlossen und fir 2 Stunden bei RT geschiittelt. Nach wiederholtem Waschen
wurden je 100 pl Sekundarantikorper (Verdiinnung 1:4000 in Verdinnungspuffer)
zugegeben. Nach 90 min Inkubation wurde erneut fiir 4-mal mit Waschpuffer gewaschen.
Nachdem je 50 pl Steptavidin-HRP-Konjugat zugesetzt (30 min, RT) und 4-mal gewaschen
wurde, wurden die Wells mit je 100 pul TMB-Substrat-Lésung versetzt. Nach 30-min(tiger
Inkubation unter Lichtausschluss (Aluminiumfolie) wurde die Farbreaktion durch Zugabe
von je 100 ul Stopplésung unterbrochen. Im ELISA-Reader (SpectraMax 190 microplate
reader Molecular Devices, Sunnyvale, USA) wurde die Extinktion bei 450 nm bestimmt.
Die Standardkurven und Probenkonzentrationen wurden mit der Sofware SOFTmax PRO

ermittelt.

3.9.2 Kim-1

Die Konzentration von Kim-1 im Urin wurde im Labor von Vishal S. Vaidya und Joseph V.
Bonventre (Brigham and Women’s Hospital, Harvard Medical School, Boston, USA) unter
Verwendung von Microsphéare-basierter Luminex xXMAP Technologie gemessen (Vaidya, et

al., 2006).
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3.9.3 Clusterin

* Rat Clusterin ELISA (BioVendor, Heidelberg, Deutschland)

¢ Demineralisiertes Wasser

Fir die Bestimmung von Clusterin im Urin wurde der Rat-Clusterin-ELISA (BioVendor,
Heidelberg, Deutschland) herangezogen. Alle Arbeitsschritte wurden nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden Urinproben 1:10 mit dem
Verdinnungspuffer (im Kit enthalten) verdiinnt. Eine 8-Punkt-Standardkurve wurde im
Bereich von 1-128 ng/ml erstellt. Proben und Standardkurve wurden jeweils fiir eine
Doppelbestimmung angesetzt.

Nachdem die Proben verdiinnt wurden, wurden je 100 pl auf die bereits mit Antikorper
beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert und fiir 1 h bei Raumtemperatur und 300 U/min
geschittelt. Danach wurde 3-mal mit je 350 pl Waschlésung gewaschen und 100 pl des
biotinylierten Antikérpers in jedes Well gegeben (1h, RT, 300 U/min). Nach erneutem
dreimaligem Waschen wurde 100 pul Streptavidin-HRP-Konjugat dazugegeben und fiir 30
min bei RT und 300 U/min geschittelt. Daraufhin wurde noch einmal gewaschen und 100
pl Substratlésung zugegeben. Im Anschluss an eine Wartezeit von 20 min und unter
Ausschluss von Licht wurde die Farbentwicklung durch 100 pl Stopplésung unterbrochen.
Die Extinktion der Proben wurde bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen
(SpectraMax 190 microplate reader, Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Die Daten
wurden direkt einem Rechner (ibermittelt, der mit Hilfe der Software SOFTMax PRO die
Standardkurven bestimmte und die Ergebnisse einer einzelnen Verdinnung im linearen

Bereich der Standardkurve auf die Ursprungskonzentration zurtickrechnete.

3.94 Timp-1

* Rat Timp-1 DouSet (R&D Systems, Wiesbaden-Norderstadt, Deutschland)

* PBS (pH 7,4): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM NazHPQ,4, 1,5 mM KH,PO,
* Verdiinnungspuffer: 1% BSA in PBS

¢ PBS-T-Waschpuffer: 0,05 % Tween 20 in PBS

* TMB-Substrat-Losung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

* 2N H,;S0, (Stoppldsung) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
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Jedes Well wurde mit 100 pl 2 pg/ml Capture-Antikorper (gelést in PBS) versehen,
verschlossen und tber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert (Coaten). Am darauf
folgenden Tag wurden die Proben vorbereitet. Dazu wurden sie 1:100 mit
Verdinnungsspuffer verdinnt. Eine Standardkurve wurde im Bereich von 2000-31,25
pg/ml hergestellt und ebenso wie die Proben im Duplikat erstellt. Zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen, wurde 3-mal mit Waschpuffer gespult und die Wells mit
je 100 upl Verdinnungdpuffer fir 2 h bei RT inkubiert. Danach wurde erneut 3-mal
gewaschen und 100 pl Detektions-Antikdrper (in Verdiinnungspuffer) fir 2 h zugegeben.
Nach weiterem Waschen wurden 100 ul Streptavidin-HRP-Konjugat dazu pipettiert (20
min, RT), gewaschen und anschlieBend mit 100 ul TMB-Substratlosung fiir 20 min
inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch 50 pl Stopplésung angehalten und die Extinktion
am SpectraMax 190 microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) bei 450 nm
bestimmt. Die Standardkurven und Probenkonzentrationen wurden erneut mit der

Sofware SOFTmax PRO ermittelt.

3.9.5 WideScreen™ Rat Kidney Toxicity Panel

* WideScreen™ Rat Kidney Toxicity Panel 1 (Merck, Darmstadt, Deutschland)

* WideScreen™ Rat Kidney Toxicity Panel 2 (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Die Urinkonzentationen von 3,-Mikroglobulin, a-Glutathion-S-Transferase, Kim-1, Timp-1
wurden mittels der ,,WideScreen™ Rat Kidney Toxicity Panel 1“ und die Konzentrationen
von VEGF, Calbindin, Clusterin, Cystatin C, NGAL und Osteopontin mit Hilfe des
»WideScreen™ Rat Kidney Toxicity Panel 2“ von der Firma Merck in Darmstadt vermessen.
Dazu wurde nach Anleitung des Herstellers gearbeitet und die Proben mit Hilfe der
Luminex®-xMAP-Technologie vermessen. Diese Methode ermdglicht die simultane

guantitative Bestimmung von bis zu 100 Parametern in einer einzelnen Probe.

3.10 Statistische Auswertung und ROC-Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit ANOVA und anschlieBendem
»,Dunnett’s post hoc Test” mit Hilfe der Software Graph Prism® 5 (GraphPad Software,
Inc., La Lolla, USA). Das Signifikanzniveau wurde mit *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p <

0,001 festgelegt.
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»,Receiver Operating Characteristic” (ROC)-Analysen werden erstellt, um die Sensitivitat
und Spezifitat unterschiedlicher Referenzwerte graphisch darzustellen und zu vergleichen.
Dabei dient die Kurve im Allgemeinen dazu, gesunde (unbehandelte) von erkrankten
(behandelten) Tieren zu unterscheiden. In einem Diagramm werden auf der Ordinate (y-
Achse) die Sensitivitat und auf der Abzisse (x-Achse) 1-Spezifitat aufgetragen. Die Flache
unter der Kurve (AUC) ist hierbei das Maf fiir die Glite des Tests und kann Werte < 1
annehmen. Je hoher der Wert ist, desto sensitiver und empfindlicher ist der jeweilige
Test. Alle ROC Kurven wurden ebenfalls mit Hilfe der Software von Graph Pad Prism® 5

(GraphPad Software, Inc., La Lolla, USA) erstellt.
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4 UNTERSUCHUNG NEUER BIOMARKER FUR NEPHROTOXIZITAT AM
MODELL DER ARISTOLOCHIASAURE

4.1 Struktur, Vorkommen und Verwendung

Aristolochiasdure (AA) ist ein natirlicher Pflanzeninhaltsstoff der Gattung Aristolochia
(Pfeifenblume) und Asarum (Haselwurz) (Chen, et al., 2006). Beide Gattungen gehoren zu
der Familie der Aristolochiaceae (Osterluzeigewéachse). AA ist ein Gemisch, das im
Wesentlichen aus den Nitrophenanthrencarbonsduren Aristolochiasdaure | und
Aristolochiasaure Il besteht (Abb. 4.1). Die Osterluzeigewéachse wurden seit dem Altertum
als Heilpflanzen wahrend der Geburt sowie gegen Schlangenbisse verwendet (Moser,
1934). Weiterhin war es friher in einigen Schlankheitsmitteln, sowie im Herz-
Kreislaufstarkungs-Tonikum Frauengold® enthalten. Aufgrund der Fahigkeit von AA zur
Steigerung der Phagozytoseaktivitdit (Norpoth und Deppe, 1965) wurde sie zur
Infektionsabwehr als Tardolyt® auf den Markt gebracht. Auch heute noch tritt AA immer

wieder in Praparaten im Rahmen der traditionellen chinesischen Medizin auf.

<O COOH
0 N02 Aristolochiasiure -R
I -OCH;
I -H
R
Abb. 4.1 Strukturformel von Aristolochiasdure
4.2 Nephrotoxizitidt von Aristolochiasdure

Aristolochiasdure (AA) ist sowohl in Nagern als auch im Menschen nierentoxisch.
Tierexperimentelle Untersuchungen zeigten, dass es durch die Behandlung mit AA zu
atrophierten und nekrotischen Tubuluszellen sowie zum Verlust des Bilirstensaums
kommt (Lebeau, et al., 2005). Eine massive Inflammation, charakterisiert durch aktivierte
Makrophagen und Monocyten, wurde ebenfalls in der Niere mannlicher Ratten nach

Verabreichung von AA gezeigt (Pozdzik et al., 2008). Weiterhin induziert AA Apoptose in
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der Niere. Im Tierversuch wurde AA als mutagen (Arlt et al., 2007) und kanzerogen (Arlt et
al.,, 2001; Arlt et al., 2002; Mengs, 1988) eingestuft. AA wird hauptsachlich durch
CYP1A1, CYP1A2 sowie in der Niere auch durch Prostaglandin-H-Synthase Uber die
Zwischenstufe eines reaktiven cyclischen Nitreniumions zum Aristolactam metabolisiert
(Debelle et al., 2008; Stiborova et al., 2005). Diese reaktive Zwischenstufe bildet Addukte
mit Proteinen und der DNA (Abb. 4.2), die sowohl in der Niere als auch in der Leber
nachweisbar sind (Fernando et al., 1993; Lebeau, et al., 2005; Lord et al., 2004; Pfau et
al., 1990; Schmeiser et al., 1986). In mannlichen Ratten fihrte die 3-monatige Gabe von
10 mg/kg KG AA zu Nierenbecken- und Blasenkrebs (Mengs et al., 1982). Obwohl die
Leber das Hauptorgan fir Biotransformationen ist, werden Tumore durch AA nur in der
Niere induziert. In einer Studie an Ratten konnte gezeigt werden, dass sich das
Genexpressionsmuster in der Leber und Niere nach Gabe von AA unterschiedlich
veranderte. In der Niere, nicht aber in der Leber, konnten Expressionsdanderungen von
Genen detektiert werden, die im Zusammenhang mit Kanzerogenese, Apoptose und
Schutzmechanismen stehen, und somit als mdglicher Grund fir die organspezifische

Toxizitdt von Aristolochiasdure dienen (Chen, et al., 2006).
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Abb. 4.2 Metabolismus von Atristolochiasdure und Bildung von DNA-Addukten iiber das
Zwischenprodukt des cyclischen Nitreniumions
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4.3 Humantoxizitat von Aristolochiasaure

1991 berichtete das Institut fir Nephrologie (Universite Libre de Bruselles, Belgien) von
Frauen im Alter von circa 50 Jahren, die alle die gleiche Art einer Nierenschadigung
aufwiesen (Vanhaelen et al., 1994; Vanherweghem et al., 1993; Vanherweghem, 1998).
Die Nieren der Patienten zeigten fortschreitende interstitielle Fibrose mit Atrophie und
Verlust der Nierentubuli. Diese sogenannte Chinesische Heilkrduter-Nephropathie (CHN)
reichte bis tief in die Nierenrinde hinein (Depierreux et al., 1994). Weiterhin konnte eine
Verlust des Birstensaums sowie erhdhte Ausscheidungen von N-Acetyl-f3-D-
Glucosaminidase und neutraler Endopeptidase (NEP) beobachtet werden (Nortier et al.,
1997). Auch ein gehduftes Auftreten von Harnleiterkrebs konnte in der belgischen
Patientengruppe beobachtet werden. Es zeigte sich, dass diese Frauen alle mit einem
pflanzlichen Schlankheitsprdaparat behandelt wurden, welches AA enthielt. So stellte sich
heraus, dass vermutlich aufgrund einer fehlerhaften Ubersetzung anstatt der Pflanze
Hang Fang Ji (Stephania tetrandra), Guang Fang Ji (Aristolochia fangchi), welche
Aristolochiasaure enthalt, in dem pflanzlichen Schlankheitscocktail verwendet wurde.

Ein dhnliches Krankheitsbild wurde in ldndlichen Gebieten auf dem Balkan (Ruménien,
Kroatien, Serbin, Bosnien und Bulgarien) beobachtet. Eine kroatisch-amerikanische
Forschergruppe stellte die Hypothese auf, dass die in der Donauregion endemische
Balkan-Nephropathie (BEN), die bis zu einer tddlichen Niereninsuffizienz fiihren kann, die
Folge einer chronischen Vergiftung mit Aristolochiasdaure sein kdnnte. In Getreidefeldern
der Region wurden Aristolochia clematitis Pflanzen gefunden, deren Samen sich mit
Getreidekornern vermischt und somit iber das Mehl in das Brot gelangt (Grollman et al.,
2007). Die Patienten leiden neben der Nephropathie zusatzlich an einem seltenen Krebs
des Urethelgewebes der oberen Harnwege.

2001 hatte die amerikanische Gesundheitsbehorde FDA (US Food and Drug
Adminstration) vor der Verwendung von im Rahmen traditioneller Medizin angebotenen
pflanzlichen Schlankheitsmitteln gewarnt, da diese im Verdacht stehen AA als Inhaltsstoff
zu enthalten. Grund dafiir waren Berichte von Patientinnen, die nach Einnahme
pflanzlicher Produkte an schweren Nierenschaden mit teilweise anschlieBender Dialyse
und Nierentransplantation, litten. Weiterhin entwickelten ein Teil dieser Patienten eine

besondere Krebsart, die meist im Urinaltrakt auftrat. 2002 wurden dann aufgrund dieser
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Falle die Heilkrauter, welche Pflanzenarten der Gattung Aristolochia enthalten, von der
IARC (International Agency for Research on Cancer) als krebserregend fiir den Menschen
eingestuft. Trotz dieser Warnungen werden auch heute noch viele Produkte mit dem
Inhaltsstoff Aristolochiasaure identifiziert (Gold und Slone, 2003). Schon 1981 wurden in
Deutschland vom damaligen Bundesgesundheitsamt (BGA) pflanzliche Arzneimittel
verboten, die Aristolochiasdure enthalten (z.B. Frauengold®, Tardolyt®). Das BGA stiitzte
seine MaRnahme damals auf die Ergebnisse aus Tierversuchen, die eine unerwartet
starke krebserzeugende Wirkung von Aristolochiasdure zeigten und es keinen Grenzwert

gibt, ab dem die Einnahme als sicher angesehen werden kann.

4.4 Studiendesign

20 mannliche Wistar-Ratten im Alter von 8-10 Wochen wurden von der Firma Harlan-
Winkelmann GmbH (Borchen, Deutschland) geliefert. Zur Kontrolle der Gewichtszunahme
wurden die Tiere mindestens alle 2 Tage gewogen. Nach einer 1-wdchigen
Akklimatisierungsperiode, erfolgte die Behandlung der Tiere mit Aristolochiasdure (LOT
054K06551, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in 3 Dosisgruppen zu je 5 Tieren
sowie einer Kontrollgruppe liber 2 Wochen (Tab. 4.1). Die Expositionsbedingungen
basieren auf einer 4-wdchigen Studien, in denen der NOAEL fir Nephrotoxizitat von
Aristolochiasdure nach oraler Gabe mit 0,2 mg/kg KG angegeben ist und geringe Effekte in
den Parametern der klinischen Chemie und Histopathologie bei einer Dosis von 1 mg/kg
KG beobachtet wurden (Mengs und Stotzem, 1992). Dazu wurden den Tieren 5 Tage pro

Woche AA-L6sung oral via Schlundsonde verabreicht.

Tabelle 4.1 Gruppeneinteilung der Tiere und Dosierung (mg/kg KG pro Tag) der Aristolochiaséure

Gruppe 1 2 3 4

Tiernummer 01-05 06—10 11-15 16—-20
Aristolochiasdure 0mg/kg KG 0,1mg/kg KG 1mg/kgKG 10mg/kg KG

Der Kontrollgruppe wurde autoklaviertes Wasser ebenfalls per Schlundsonde verabreicht.
Nach der ersten, dritten und letzten Gabe wurde jedes Tier in einen Stoffwechselkafig
Uberfihrt und der Urin Giber 24 Stunden auf Eis gesammelt. Die Blutentnahme der Tiere

erfolgt 24 Stunden nach der ersten und dritten Behandlung retro-orbital (Uber das Auge)
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sowie am Tag der Tétung. Dazu wurden die Tiere in einer Kammer mit CO, sediert und
anschliefend Gber Herzpunktion getétet. Die Leber und Nieren wurden direkt nach der
Entnahme mit 0,9 %-iger Kochsalzlésung gewaschen und anschliefend geteilt. 1/3 des
linken Leberlappens, eine Nierenhdlfte sowie die Blase wurden in eine 4 %-ige
Formalinlésung gegeben. Die restliche Leber und Nieren wurden sofort in fliissigem
Stickstoff in Aliquoten schockgefroren. Der Urin wurde aliquotiert und fiir weitere
Analysen bei -20 °C eingefroren. Die Blutproben wurden 30 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen, anschlieBend 2 min zentrifugiert, das Serum abgenommen und ebenfalls
bei -20 °C gelagert. Die anfallenden Tierkadaver wurden gemaR §8 Abs. 1 und 2 des

Tierkorperbeseitigungsgesetzes® vorschriftsmaRig entsorgt.

4.5 Ergebnisse
4.5.1 Klinische Chemie und Histopathologie

Die histopathologische Auswertung erfolgte mikroskopisch durch Dr. Gordon Hard
(Tairua, Neuseeland) an HE-gefarbten Nierenparaffinschnitten. Die Abbildung 4.3 zeigt,
dass Ratten, welche fur 12 Tage mit 0,1, 1 und 10 mg/kg KG Aristolochiasdure behandelt
wurden, keine erkennbaren histopathologischen Verdanderungen der Niere im Vergleich
zu den Kontrolltieren aufwiesen. Die 2-wochige Gabe von 10 mg/kg KG AA fuhrte zu einer
leichten, aber nicht signifikanten Reduzierung des Kérpergewichtes. Hingegen zeigte sich
aber keine Veranderung im relativen Nierengewicht (Tab. 4.2). In den Tieren, die mit 0,1,
1 und 10 mg/kg KG AA behandelt wurden, kam es zu einer statistisch signifikanten
Reduktion der Glucose-Werte im Serum am Tag 1, welche sich dann aber nach weiterer
Gabe wieder auf den Wert der Kontrolltiere einstellten (Tab. 4.2). Alle weiteren gemessen
klinischen Parameter, sowohl im Urin als auch im Serum, waren wahrend des gesamten

Behandlungszeitraumes im Vergleich zur Kontrollgruppe unverandert.
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Abb. 4.3 Hdmatoxylin-Eosin-gefdrbte Nierenschnitte von Ratten, die fiir 2 Wochen mit (a) 0, (b) 0,1, (c)
1 und (d) 10 mg/kg KG AA behandelt wurden. Die Behandlung mit AA fiihrte zu keiner renalen
histopathologischen Verénderung der Niere.
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Tabelle 4.2 Parameter der klinischen Chemie mdnnlicher Wistar-Ratten nach Behandlung mit 0, 0,1, 1 und
10 mg/kg KG Aristolochiasdure. Die Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben. Die statistische Auswertung
erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001).

Aristolochia Saure [mg/kg KG]

Tag 0 01 1 10
Korpergewicht 1 238 +9 239 +7 245 +5 244 + 2
[e] 5 253 £16 251 +11 258 +5 249 +3
12 291 £21 291 +18 296 £ 12 274 £ 8
rel. Nierengewicht [%] 12 0,68 + 0,06 0,66 + 0,06 0,66 + 0,05 0,65 + 0,04
rel. Lebergewicht [%)] 12 3,01 +0,23 3,23 +0,16 3,12 +0,12 3,33 +0,08
Urin
Urinvolumen 1 29 +12 24 +13 197 17 6
[ml] 5 318 24 +8 199 20 +11
12 28+ 14 31 +£10 21 £13 27 £10
pH 1 7,0 £0,0 7,0 £0,0 7,2+05 7,0 £0,0
5 7,0 £0,0 7,0 £0,0 5,9 +0,2 5,8+0,3
12 6,9 +0,3 6,9 0,2 7,1+06 5,9 +0,2
spezifisches Gewicht 1 1,01 + 0,01 1,01 +0,01 1,02 +0,01 1,02 +0,01
[g/ml] 5 1,01 + 0,00 1,01 +0,01 1,01 +0,01 0,01 +0,01
12 1,02+ 0,01 1,01 0,00 1,02 + 0,01 0,01 +0,01
Kreatinin 1 22 +8 28 +12 33 £11 34 £12
[mg/I1] 5 22 +7 30 £13 30 +14 33 +24
12 36 +21 28+7 48 + 22 33+17
Osmolalitat 1 340 £ 159 434 +181 583 £192 505 160
[mosmol/kg] 5 296 + 116 394 +154 388 + 184 415 £ 267
12 553 + 351 411 +121 687 * 318 489 * 279
Gesamt-Protein 1 0,76 + 0,37 0,84 +0,41 0,52 +0,15 0,69 0,36
[mg/mg Kreatinin] 5 0,72 £ 0,42 0,85 + 0,27 0,67 +0,16 0,58 +0,42
12 1,45 +0,15 1,18+ 0,2 1,14 +0,34 1,3 +0,36
y-Glutamyltransferase (GGT) 1 3,4 +0,7 3,04£0,7 3,2+0,9 3,2+0,7
[U/mg Kreatinin] 5 43 +0,8 4,1+0,6 4,2+0,8 3,6+0,6
12 3,0+0,6 35%0,9 29%05 2,204
Serum
Glucose 1 148 + 14 75 +13 kil 837 *kk 74 + 8 *kk
[mg/dl] 5 118 +32 88 +48 132 +15 114 +19
12 115 +18 105 +18 114 £ 10 125 +16
Kreatinin 1 0,24 + 0,05 0,24 + 0,05 0,30 + 0,00 0,28 + 0,04
[mg/dl] 5 0,30 + 0,00 0,24 + 0,05 0,28 + 0,04 0,30 £ 0,00
12 0,26 + 0,05 0,26 + 0,05 0,30 + 0,00 0,28 + 0,04
Harnstoff 1 352 285 * 302 295
[mg/dl] 5 44 +4 305 ** 36+8 44 +7
12 32+4 30+4 376 37 6
Bilirubin 1 0,06 + 0,05 0,08 + 0,04 0,08 + 0,04 0,06 + 0,05
[mg/dl] 5 0,04 + 0,05 0,06 + 0,05 0,04 + 0,05 0,08 + 0,04
12 0,10 + 0,00 0,08 + 0,04 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00
Aspartat-Aminotransferase (AST) 1 91 +7 98+8 101 + 27 91 +26
[u/1 5 11 +41 64 +9 88 +13 89 +11
12 758 86 + 16 98 + 24 81 +11
Alanin-Aminotransferase (ALT) 1 31+9 28+4 27 +5 25+5
[u/M 5 33+6 32+6 26+5 2141
12 30 +2 356 31+10 303 *x*
y-Glutamyltransferase (GGT) 1 0,48 + 0,47 0,40 + 0,37 0,24 + 0,32 0,10 + 0,00
[u/1 5 0,28+ 0,40 0,08 + 0,04 0,12 + 0,04 0,16 +0,13
12 0,10 + 0,00 1,00 + 0,00 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00
Alkalische Phosphatase (ALP) 1 267 £51 237 £20 267 £55 239 £ 23
[u/1 5 247 £ 62 237 £29 262 £48 211 + 27
12 211 + 44 185 +21 109 +40 164 + 33
Gesamt-Protein 1 5,9 +0,2 5,9 +0,2 5,9 +0,1 5,9 +0,1
[mg/dl] 5 6,3+0,2 6,4 0,2 5,1 +0,2 5,8+0,3

12 5,1+0,2 61+0,2 6,0+0,2 5,9+0,2
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4.5.2 Genexpressionsanalyse der potentiellen Biomarker

Die Gesamt-RNA der Niere wurde isoliert und die Veranderungen der Genexpression von
Kim-1, Timp-1, Lipocalin-2, Clusterin, Osteopontin und Vimentin mit Hilfe von SYBR-Green
am Light Cycler 480 (Roche, Mannheim, Deutschland) untersucht. Die Auswertung zeigte
eine geringfligige, statistisch signifikante Erhéhung der mRNA-Expression von Kim-1,
Timp-1 und Lipocalin-2 in den Nieren der Ratten, welche fiir 2 Wochen mit der Hochdosis
(10 mg/kg KG) Aristolochiasdure behandelt wurden (Abb. 4.4). Im Gegensatz dazu war die
Genexpression von Clusterin, Osteopontin und Vimentin in allen Dosisgruppen nach

Verabreichung von Aristolochiasdure unverandert.
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Abb. 4.4 Anderung der mRNA-Expression von (a) Kim-1, Timp-1, Lcn2 und (b) Clu OPN und Vim in der
Niere von mdnnlichen Wistar-Ratten nach Behandlung mit 0, 0,1, 1 oder 10 mg/kg KG fiir 2 Wochen. Die
Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung relativ zur Kontrollgruppe angegeben. Die statistische
Auswertung erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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4.5.3 Detektion von Lipocalion-2 im Urin mittels Western-Blot

Aufgrund verschiedener Veroffentlichungen, in denen beschrieben wurde, dass Lipocalin-
2 bei einem Nierenschaden in den Urin abgegeben wird (Mishra et al., 2005; Mishra, et
al., 2003; Mishra, et al., 2004), wurde die Lcn2-Ausscheidung mit einem spezifischen
Antikorper im Urin nach 1-, 5- und 12-tagiger Aristolochiasauregabe mittels Western-Blot
untersucht. In der Abbildung 4.5 ist zu sehen, dass die Gabe von Aristolochiasdure zu
einem dosis- und zeitabhangigen Anstieg von Lcn2 im Urin flhrt. Selbst nach einmaliger

Dosis war die Konzentration von Lcn2 im Urin erh6ht.
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Abb. 4.5 Exkretion von Lipocalin-2 nach 1, 5 und 12 Tagen im Urin von mdnnlichen Wistar-Raten, die

mit 0, 0,1, 1 oder 10 mg/kg KG AA behandelt wurden. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (n=2).

4.6 Diskussion

Die Behandlung mannlicher Wistar-Ratten fiihrte histologisch zu keiner sichtbaren
Verdanderung im Nierengewebe. Ebenfalls waren auch die Parameter der klinischen
Chemie (iber die gesamte Behandlungsdauer im Vergleich zur Kontrolle nahezu
unverandert. Im Gegensatz dazu berichten friihere Studien, in denen ebenfalls Ratten mit
10 mg/kg KG Aristolochiasdure behandelt wurden, von einer vermehrten
Proteinausscheidung in den Urin sowie von erhdhten Kreatininspiegel im Serum am Tag 5
bzw Tag 10 (Debelle et al., 2002; Lebeau, et al., 2005). Ebenso zeigten sich in diesen
Studien veranderte Enzymlevel von N-Acetyl-B-D-Glucosamidase (NAG) bzw.
Leucinaminopeptidase (LAP) im Urin. Auch histologisch konnten Veranderungen in Form
von atrophierte und nekrotische Tubuli, Lymphozyteninfiltrate sowie der Rickgang des
Blrstensaums (hauptsachlich im S3-Segment) gezeigt werden (Lebeau, et al., 2005). Eine

Langzeitgabe dieser Dosis AA fiir 35 Tagen fiihrte zu einer renalen Fibrose (Pozdzik, et al.,
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2008). Im Rahmen unserer Studie konnte in allen 3 Behandlungsgruppen eine erniedrigte
Glucosekonzentration im Blut nach der ersten AA-Behandlung gemessen werden. Glucose
wird zu 100 % im proximalen Tubulus reabsorbiert. Aufgrund der toxischen Wirkung von
Aristolochiasdaure speziell auf den Birstensaum des proximalen Tubulus ist es den
Epithelzellen nicht moglich, die Glucose vollstandig zu resorbieren. Im Urin konnte mittels
1H—NMR—Messung eine erhohte Glucosekonzentration detektiert werden (Sieber, 2009).
Dieser Effekt war aber nach 5 Tagen AA-Behandlung nicht mehr zu sehen, moéglicherweise
aufgrund der hohen Regenerationsfahigkeit der Tubulusepithelzellen. In den Tieren, die
mit der hohen Dosis flihrte die orale Gabe von AA wahrend der gesamten Versuchszeit zu
einer Reizung des Osophagus. Auch in friiheren Studien konnten Reizungen im
Gastrointestinaltrakt von Ratten nach Gabe von 10 mg/kg KG beobachtet werden (Mengs,
1983). Durch die gereizte Speiserohre kam es moglicherweise zur verminderten
Nahrungsaufnahme und somit zur Gewichtsreduktion der Hochdosistiere. Desweiteren ist
es moglich, dass die erniedrigte Nahrungsaufnahme fiir die schon erwdhnte geringe
Glucosekonzentration im Blut verantwortlich ist.

Im Einklang mit den histopathologischen Untersuchungen zeigte sich nur eine geringe
Veranderung in der Genexpression der potentiellen Nierenmarker. Die mRNA-Expression
von Kim-1 war nach 2-wdéchiger Behandlung mit 10 mg/kg AA vierfach hoher als die der
Kontrolltiere. In der Literatur wird Kim-1 als sehr friher Marker fir Nephrotoxizitat
bezeichnet (Prozialeck et al., 2007; Vaidya, et al., 2006). Es wird sowohl beim Menschen
als auch der Ratte bei akuter Nierenschadigung an der apikalen Zellmembran von
Epithelzellen im S3-Segment der proximalen Tubuli exprimiert (Ichimura, et al., 2004;
Vaidya, et al.,, 2006). Es wird angenommen, dass Kim-1 in Zusammenhang mit
Reparaturprozessen im proximalen Tubulus der Niere steht und somit Kim-1 als Antwort
auf geringe Nierenschaden durch AA-Gabe vermehrt exprimiert wird (Ichimura und Mou,
2008).

Als weiterer friher Hinweis flr tubuldare Schadigung wird eine erhdhte Expression von
Lipocalin-2 in der Niere beschrieben (Mishra, et al., 2005). Lipocalin-2 ist ein Akute-Phase-
Protein, das von Neutrophilen und einer Vielzahl von Epithelzellen exprimiert wird und
infolge von zelluldrem Stress und bei Entziindungen schnell Gber die Aktivierung von
NFkB freigesetzt wird (Bu et al.,, 2006; Cowland et al., 2006). Die Genexpression von

Lipocalin-2 war in den Nieren der Ratten nach Gabe von 10 mg/kg Aristolochiasdure um
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den Faktor 2 erhoht. Dartber hinaus konnte bereits nach einmaliger AA-Verabreichung
eine gesteigerte Konzentration von Lipocalin-2 im Urin der Hochdosistiere detektiert
werden, welche sich auch nach weiterer AA-Gabe bestatigte. Diese Ergebnisse stimmen
mit denen anderer Studien (berein, in denen erhohte Lcn2 Level in der Niere, im Urin
oder im Serum nach chemisch-induzierten Tubulusschaden bzw. in Patienten mit akuter
oder chronischer Nierenerkrankung auftraten (Malyszko et al., 2008; Mishra, et al., 2004;
Mori und Nakao, 2007; Nickolas et al., 2008; Wagener, et al., 2008; Wheeler et al.,
2008) und Lcn2 als ein vielversprechender sensitiver Marker fiir Nierentoxizitat
identifizierten. Zusammenfassend muss man aber sagen, dass die Studie mit
Aristolochiasaure aufgrund der fehlenden histopathologischen Verdanderung in der Niere

als wenig geeignet schien, um Biomarker zu identifizieren oder zu validieren.
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5 UNTERSUCHUNG NEUER BIOMARKER FUR NEPHROTOXIZITAT AM
BEISPIEL VON GENTAMICIN

5.1 Struktur und Anwendung von Gentamicin

Das Breitspektrum-Antibiotika Gentamicin wird als sekundares Stoffwechselprodukt von
den Pilzen Mikromonospora purpurea und Mikromonospora echinospora gebildet. Es ist
ein Gemisch aus 3 verschiedenen Substanzen Gentamicin C1 (ca. 20-40 %), Cla (ca. 10-30
%) und C2 (ca. 40-60 %) und gehort strukturell zu der Gruppe der
Aminoglykosidantibiotika (Abb. 5.1), bei dem das zentrale Desoxystreptamin glykosidisch
mit 2 Aminozuckern verbunden ist (Aktories et al., 2009). Aufgrund der OH-Gruppen sind
die Aminoglykoside hydrophil, gelangen dadurch praktisch nicht, mit Ausnahme der
proximalen Tubuluszellen der Nieren, in die Kérperzellen und wirken somit ausschlielich
gegen extrazellulare Keime. Weiterhin haben sie im neutralen und alkalischen Milieu
durch die NH,-Gruppen leichte basische und nucleophile Eigenschaften, die fir die
antibakterielle Aktivitdt entscheidend sind. Das breite Wirkungsspektrum reicht von
gram-negativen Stabchen bis hin zu gram-positiven Kokken. In niedrigen Konzentrationen
wird durch Gentamicingabe das Keimwachstum gehemmt (Bakteriostase), allerdings
nimmt mit zunehmender Konzentration die Bakterizidie sowohl im AusmaR, als auch in

der Geschwindigkeit zu.

OH 0o R’ Gentamicin -R? -R2
Mem N R c1 ~CH -CH3
Me” OHOMo H/ Cla H H
H, NH, 2 -CH; H

Abb. 5.1 Strukturformel des Aminoglykosids Gentamicin

Infolge der fehlenden Resorption nach oraler Gabe ist Gentamicin nur lokal wirksam, im
Gegensatz dazu werden nach intramuskuldrer Injektion ca. 90 % der Dosis rasch
resorbiert (Mutschler et al., 2008). Die Plasmaproteinbindung und die Liquorgangigkeit
von Gentamicin sind verhaltnismaRig gering. Es wird vorwiegend unverdndert durch
glomeruldre Filtration Uber die Niere ausgeschieden (Aktories, et al., 2009). Die
Eliminationshalbwertszeit im Plasma betragt circa 2 Stunden, hingegen in der Nierenrinde
bis zu Uber 100 Stunden (Marquardt und Schéafer, 2004). Daher kann es noch nach

Wochen im Harn nachgewiesen werden.
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Die Aminoglykoside gelangen durch Porine in den periplasmatischen Raum der gram-
negativen Bakterien und werden Uber die zweite Barriere, die Cytoplasmamembran aktiv
transportiert (Mutschler, et al., 2008). Im Cytoplasma der Bakterien binden sie
irreversibel an ein Rezeptor-Protein auf der 30S-Untereinheit der Ribosomen, verhindern
dadurch die Bindung des Formyl-Methionin-Transfer-RNA an das Ribosom und somit die
Aktivitat des Initiationskomplexes. Dadurch wird die mRNA falsch abgelesen und es
kommt zum Einbau einer falschen Aminosaure in die Peptidkette (Mutschler, et al., 2008).
Diese damit erhaltenen defekten Proteine (,Nonsense“-Proteine) l6sen irreversible

Membranschaden aus.

5.2 Toxizitat von Gentamicin

Die wichtigsten dosislimitierenden Nebenwirkungen der Aminoglykoside dauBern sich in
der Nephro- und Ototoxizitdt (Appel, 1990; Humes, 1988; Whelton, 1984). Aufgrund der
geringen therapeutischen Breite der Aminoglykoside kommt es infolge erhohter
Plasmakonzentrationen zu teils irreversiblen Schdaden. Dieses kann aus einer
Uberdosierung folgen, aber auch durch Vorliegen einer Niereninsuffizienz. Da
Aminoglykoside zu fast 100 % Uber die Niere ausgeschieden werden, erhéht sich bei einer
bestehenden Niereninsuffizienz das Risiko der Akkumulation der Aminoglykoside, vor
allem im Innenohr und in der Nierenrinde. Angesichts der Regenerationsfahigkeit des
Tubulusepithels sind Nierenschdaden oft reversibel, hingegen kommt es durch den Verlust

der Sinneshdrchen im Ohr zu irreversiblen Gleichgewichts- und Hoérstérungen.

5.3 Nephrotoxizitat von Gentamicin

Die Behandlung mit Aminoglykosiden fihrt bei rund 10-20 % der Patienten zu einer
Schadigung der Niere (Martinez-Salgado et al., 2007). Aminoglykoside werden ohne
vorherige Metabolisierung renal ausgeschieden. Ein Teil der kationischen Aminoglykoside
binden an Phospholipidrezeptoren im Birstensaum des proximalen Tubulus und werden
durch Pinozytose aktiv in die Zellen aufgenommen und in Lysosomen gespeichert
(Silverblatt und Kuehn, 1979). Da sie nicht durch lysosomale Enzyme abgebaut werden
und aufgrund ihres hydrophilen Charakters nur sehr langsam aus den Tubuluszellen

eliminiert werden, erreichen sie in der Nierenrinde hohe Konzentrationen. In den
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Lysosomen inhibieren sie Phospholipasen, die fir den Abbau der zellularen Membran
zustandig sind und fiihren dadurch zu Phospholipidose, gekennzeichnet durch eine
erhohte Phospholipidausscheidung im Urin (Giuliano et al., 1984; Laurent et al., 1990). Es
kommt zur Anhdufung und Akkumulation von Lipiden, wodurch die Lysosomen an Grofe
zunehmen und in ihrer Funktion eingeschrankt werden. Weiterhin wird durch die
Schadigung der Mitochondrien die ATP-Bildung vermindert. Durch Ruptur der Lysosomen
kommt es zum Freisetzen von Proteasen, welche eine direkte Zellschadigung verursachen.
Dieses fiihrt schlieRlich zur Zellnekrose und kann in einem akuten Nierenversagen enden.
Die nephrotoxischen Nebenwirkungen spiegeln sich in einem langsamen Anstieg der
Kreatininkonzentration im Serum der Patienten wider (Martinez-Salgado, et al., 2007).
Obwohl die Behandlung mit Aminoglykosiden nicht zu einer pathologischen Veranderung
der Glomeruli fihrt, ist die glomeruldre Filtrationsrate erniedrigt, was zu einer
Potenzierung der Nephrotoxizitdt fihrt (Laurent, et al., 1990; Martinez-Salgado, et al.,
2007). Eine Reihe von tierexperimentellen Studien konnte zeigen, dass die Behandlung
mit Aminoglykosiden vorrangig im S;- und S;-Segements des gewundenen proximalen
Tubulus zur Nekrose fihrt (Shanley und Burke, 1990; Verstrepen et al., 1993). Weiterhin
zeigte sich aber auch in Ratten, welche fiir 10 Tage mit 40 mg/kg KG Gentamicin
behandelt wurden, eine fast vollstandige Regeneration der proximalen Tubuluszellen
nach 4 Wochen (Houghton et al., 1976; Verstrepen, et al., 1993). Diese konnte auch im
Patienten nach Absetzen der Aminoglykosidtherapie aufgrund der ausgepragten

Regenerationsfahigkeit der proximalen Tubuluszellen beobachtet werden.

5.4 Studiendesign

15 méannliche Wistar-Ratten (Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland) im Alter
von 8 bis 10 Wochen wurden fiir 7 Tage mit Gentamicin behandelt. Dazu wurden die
Ratten nach einer 7-tagigen Akklimatisierungsperiode einzeln in Stoffwechselkafigen

gehalten. Die Behandlung der Tiere erfolgte in 2 Dosisgruppen zu je 5 Tieren (Tab. 5.1).

Tabelle 5.1 Gruppeneinteilung der Tiere und Dosierung von Gentamicin

Gruppe 1 2 3

Tiernummer 01-05 06-10 11-15
Gentamicin 0 mg/kg KG 60 mg/kg KG 120 mg/kg KG
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Das Studiendesign richtete sich nach der Studie von Lenz (Lenz et al., 2005). Diese Studie
zeigte histologisch eine Schadigung im geschwungenen Teil der proximalen Tubuli in den
Nieren mannlicher Wistar-Ratten, welche fir 7 Tage 2 x taglich mit 60 mg/kg KG
Gentamicin behandelt wurden (Lenz, et al., 2005). Zusatzlich wurde aber noch eine
Niedrigdosisgruppe mit in den Versuch einbezogen, um die Empfindlichkeint der neuen
Biomarker besser beurteilen zu kdnnen. Dabei wurde den Tieren die Tagesdosis an
Gentamicin (LOT 057K2371, Sigma-Aldrich-Taufkirchen, Deutschland) auf 2 Dosen verteilt
(8:00 und 16:00 Uhr) subkutan verabreicht, um einen konstanten Talspiegel von
Gentamicin zu erhalten. Als Kontrollgruppe dienten 5 Ratten, welche mit dem Vehikel 0,9
%-iges Natriumchlorid ebenfalls 2-mal pro Tag behandelt wurden. Der Urin wurde sowohl
am Versuchsvortag (Null-Urin) als auch an allen 7 Versuchstagen Uber 24 Stunden auf Eis
gesammelt. Blut wurde sowohl nach der ersten und dritten Gentamicingabe retro-orbital
und nach der siebten Gabe am Tag der Totung durch CO, und anschlieBender
Herzpunktion genommen. Nach der Entnahme der Leber und Nieren wurden diese kurz
mit 0,9 %-iger Kochsalzlosung gespilt. Ein Teil des linken Leberlappens sowie eine
Nierenhadlfte wurde in 4 % Formalinlésung Uberfihrt. Die restlichen Nieren und Leber
wurden in Aliquoten mittels flissigen Stickstoffs gefroren und bei -80 °C gelagert. Die
Blutproben ruhten fir 30 Minuten bei RT, wurden anschlieBend bei 4 °C fir 2 min
zentrifugiert und das so gewonnene Serum h bei -20 °C aufbewahrt. Der Urin wurde
aliquotiert, wobei ein Teil zusammen mit einem Teil des Serums in das Zentrallabor der
Universitat Wirzburg zur Analyse der klinischen Chemie gegeben und der Rest bei -20 °C

gelagert wurde.

5.5 Ergebnisse
5.5.1 Organgewicht und Histopathologie

Die Organgewichte wurden am Tag 7, dem Tag der Totung bestimmt. Dabei war das
relative Nierengewicht in der Gruppe der Ratten, welche mit 120 mg/kg KG Gentamicin
behandelt wurden, signifikant erhoht. Weiterhin war makroskopisch in beiden
Behandlungsgruppen eine starke Aufhellung der Nieren zu erkennen. Die
mikroskopischen histopathologischen Befunde der Niere wurden von Dr. John Callanan

(University College Dublin, Irland) nach Hdmatoxylin- und Eosin-Farbung erhoben.
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(a) 0 mg/kg Gentamicin (b) 60 mg/kg Gentamicin (c) 120 mg/kg Gentamicin
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Abb. 5.2 Hédmatoxylin und Eosin gefdrbte Nierenschnitten von mdnnlichen Wistar-Ratten, die fiir 7 Tage

mit (a) 0, (b) 60 und (c) 120 mg/kg KG Gentamicin behandelt wurden. Die Behandlung fiihrte in der
Nierenrinde zu Schédigungen im geschwungenen Teil des proximalen Tubulus.

Abb. 5.2a zeigt den Bereich des Nierencortex einer Kontrollratte, der keine
histopathologischen Verdanderungen aufweist. Die histopathologischen Veranderungen in
den mit 60 mg/kg KG behandelten Ratten (Abb. 5.2b) variierte vom kompletten Verlust
der Tubuluszellen bis hin zu Tubuli, welche Zellen mit pyknotische, karryohektische und
karyolytische Kernen enthielten. In der Gruppe der Niedrigdosistiere trat Zellnekrose von
mild (2 Tiere) Giber moderat (2 Tiere) bis zu ausgedehnter Nekrose (1 Tier) der proximalen
Tubuli auf. Zusatzlich wurden in 2 Tieren dieser Gruppe multifokale interstitielle
mononucledre Zellinfiltrate beobachtet. Die Behandlung der Ratten mit 120 mg/kg
Gentamicin (Abb. 5.2c) fur 7 Tage flihrte in allen 5 Tieren der Gruppe zu starker Nekrose
mit teilweise komplettem Verlust der proximalen Tubuli begleitet von
Proteinablagerungen in einigen Tubuli. In nekrotischen Regionen trat keine Inflammation
auf. Im Gegensatz zur Niere konnten in der Leber keine histopathologischen

Veranderungen festgestellt werden.

5.5.2 Klinische Chemie

Das Korpergewicht der Tiere war nach Behandlung mit 120 mg/kg KG Gentamicin von Tag
6 an im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert (Tab. 5.2). An Tag 3 waren nach Gabe
von 120 mg/kg KG Gentamicin sowohl Harnstoff als auch Kreatinin im Serum gering
erhoht. Darliber hinaus zeigte sich am Tag 6 eine Reduktion der Kreatinin-Konzentration
im Urin. Signifikant erhohte Glucosekonzentationen, welche Hinweise auf eine
Schadigung des proximalen Tubulus geben, wurden in den Tieren der Hochdosisgruppe

bereits nach einem Tag beobachtet. Proteinurie und Glucosurie begleitet von erniedrigter
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Osmolalitat waren in beiden Dosisgruppen am Tag 6 deutlich erkennbar, obwohl sich
statistisch signifikante Veranderungen hauptsachlich auf die Tiere der Hochdosisgruppe
beschrankten. Weiterhin war im Urin die Aktivitdit des Birstensaumenzyms y-
Glutamyltransferase (GGT) in beiden Gruppen nach einem Behandlungstag erhoht,

welches sich aber nach weiterer Behandlung wieder normalisierte.

Tabelle 5.2  Klinischen-chemische Parameter nach Behandlung mdénnlicher Wistar-Ratten mit 0, 60 und
120 mg/kg KG Gentamicin. Die Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben. Die statistische Auswertung
erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001).

Tag Gentamicin [mg/kg KG]
0 60 120
Korpergewicht 1 234 +3 230 £12 226 =3
e] 2 236 £3 232 £12 224 %6
3 239 +4 237 £ 16 224 +7
6 247 6 239 + 21 206 +12 **
rel. Nierengewicht [%] 7 0.81 £0,07 0.93 £ 0.06 0,97 +0,11 *
rel. Lebergewicht [%] 7 444 +0,3 4,01 £051 3,58 £ 0,89
Urin
Urinvolumen 1 11+2 8+2 * 8+1 *
[ml/24h] 2 10 £2 7+1 814
3 11 +3 9+2 10 +3
S 10 +3 14 + 4 12 +6
Kreatinin 1 5,6 +0,7 5,6 0,7 59+0,5
[mg/24h] 2 54 %05 4,9+0,9 5,2 40,3
3 5,7 +0,8 5,0%+0, 55+0,8
S 6,1+1.0 6,205 2711 *okk
Osmolalitat 1 1457 + 385 1477 + 147 1728 £+ 370
[mosmol /kg] 2 1568 +411 1615 + 327 1563 + 717
3 1551 + 347 1472 + 165 1216 + 500
6 1959 + 614 1171 +434 * 377 £ 61 *okok
Glucose 1 29 +4 28+3 62 +24 **
[mg/24h] 2 25+3 35t6 5110  *H
3 24 +3 315 40 + 11 *
6 31 +10 195 + 308 263 + 245
Gesamt-Protein 1 11,3 +4,9 12,0 £3.8 144 +31
[mg/24h] 2 107 +4.1 9.9 42 12,6 3.2
3 104 +34 9,5+0,7 13.6 +4,7
S 12,7 £5.3 246 +75 282 +16.2
v-Glutamyltransferase (GGT) 1 936 + 238 1513 £ 276 * 1534 £ 527 **
[U/24h] 2 1273 +185 1939 + 385 2442 +585
3 1451 + 343 1633 +432 1757 £ 522
6 1535 + 368 2015 475 622 +528
Serum
Kreatinin 1 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0
[mg/dl] 3 0,2+0,0 0,2+0,0 03+01 *
7 0,2 +0,0 0,6 0,6 50156 *okok
Harnstoff 1 38+4 44 £2 46 £ 9
[mg/dl] 3 387 42t5 50 +6 *
7 39 +4 90 £55 496 + 145  ***
Bilirubin 1 01+0,1 0,101 0,1+0,0
[meg/dl] 3 0,1+00 0.1%0,0 0.1%0,0
7 0.1 +0.0 0.1 £0.0 0.2%0.1 **
Aspartat-Aminotransferase (AST) 1 134 +79 14 + 28 135 +38
[U/l] 3 88 + 14 161 £45 % 139 £ 42
7 130 £ 61 174 £55 278 +77 **
Alanin-Aminotransferase (ALT) 1 49 +9 43 %5 47 t4
[U/1] 3 46 2 535 43 +7
7 84 + 37 62 +12 49 +10
v-Glutamyltransferase (GGT) 1 0,1+0,0 0,1+0,0 0,2+0,3
/1 3 0.1+0,0 01#£01 01+0,2
7 04 +0.56 0.9%0.6 49,1 +60.6
Alkalische Phosphatase (ALP) 1 250 + 33 230 £ 31 228+ 24
[u/mn 3 234 £ 25 199 £ 20 * 194 +13 *
7 266 + 28 218 + 34 160 % 26 *okok
Gesamt-Protein 1 58+0,1 58+0.,2 58+0.3
[mg/dl] 3 5.7 40,2 5.6 0,3 5.7 0,2
7 6,5+0,1 5,1 +0,2 * 5.3+0,2 ool
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5.5.3 Genexpressionsanalyse potentiellen Biomarker im Nierengewebe

Die Genexpression der potentiellen Biomarker Kim-1, Lcn2, Clusterin und Timp-1 im
Nierengewebe mannlicher Wistar-Ratten wurde mit Hilfe der auf SYBR-Green
basierenden quantitativen Real-Time PCR untersucht. Daflir wurden die Tiere 7 Tage mit
Gentamicin behandelt, die Nieren enthommen und die Gesamt-RNA isoliert. Diese wurde
dann in die komplementdre DNA (cDNA) umgewandelt und die Expressionsanderung der
4 oben genannten Gene bestimmt. Dazu wurden die erhaltenen Expressionswerte relativ
zur Kontrolle (Fold-Change) dargestellt. Die Behandlung mit Gentamicin fihrte zu einem
dosisabhangigen Anstieg der Expression von allen 4 Markergenen (Abb. 5.3). Aufgrund
der hohen biologischen Varianz waren jedoch nur die Verdnderungen in der
Hochdosisgruppe (120 mg/kg KG Gentamicin) statistisch signifikant. Kim-1 zeigte mit
einem Anstieg von 1782,6 + 570,2 die stdrkste Expressionserhohung nach 7-tagiger

Gentamicingabe.

Lipocalin-2 Clusterin Kim-1 Timp-1
3000‘ *%
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c 10004
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n 1 —_—
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0'* T T # T T .'
QO \,19 O $ \,19 O S \,19 QQ \,‘9

Gentamicin [mg/kg KG]

Abb. 5.3 Anderung der mRNA-Expression von Lcn2, Clusterin, Kim-1 und Timp-1 in den Nieren
mdnnlicher Wistar-Ratten, die fiir 7 Tage mit 0, 60 oder 120 mg/kg KG behandelt wurden. Die Daten sind als
Mittelwerte * Standardabweichung relativ zur Kontrollgruppe angegeben. Die statistische Auswertung
erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001).
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5.5.4 Immunlokalisation neuer Biomarkern im Nierengewebe

Erwartungsgemall wurde Kim-1 in den proximalen Tubulusepithelzellen gesunde

r bzw. unbehandelter Ratten nur in sehr geringem AusmaR exprimiert. Die Behandlung
mit Gentamicin fur 7 Tage fiihrte sowohl nach Gabe von 60 mg/kg KG als auch 120 mg/kg
KG zu einer deutlich gesteigerten Expression von Kim-1 in proximalen Tubluszellen, v. a.
an der apikalen Seite der Zellen (Abb. 5.4b).

Im Gegensatz zu Kim-1 konnte Lipocalin-2 auch in Kontrolltieren detektiert werden, wobei
es Uberwiegend in intrazellularen Vesikel lokalisiert war. Jedoch waren in den
Kontrolltieren nur wenige Tubuli Lipocalin-2 positiv. Im Gegensatz dazu fiihrte die
Behandlung mit 60 mg/kg KG Gentamicin zu einer erhdhten vesikuldaren Farbung von
Lipocalin-2 (Abb. 5.4c). Da in den Hochdosistieren die meisten proximalen konvoluten
Tubuli am Ende der 7-tagiger Gentamicin Gabe zerstérte waren, konnte dieser Effekt der
Lipocalin-2-Expression in den Nieren dieser Ratten nicht beobachtet werden.

Ebenso wie Kim-1, war auch Clusterin in Kontrolltieren kaum detektierbar. Verabreichung
von Gentamicin an Ratten fiihrte zur Expression von Clusterin im Bereich der proximalen
Tubuli, wobei Clusterin hauptsachlich in toten Zellen und Zelltrimmern gefunden wurde
(Abb. 5.4a).

Nach Behandlung mit Gentamicin wurde Timp-1 in intazelluldren Vesikeln von proximalen
Tubulus-Konvoluten detektiert. In Nierenschnitten der Kontrolltiere zeigte sich eine hohe
Expression dieses Proteins, jedoch nahm die Zahl der Timp-1 positiven Zellen als Folge des
Untergangs der proximalen Tubuluszellen nach Verabreichung von 120 mg/kg Gentamicin

ab (Abb. 5.4d).
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Abb. 5.4 Expression von (a) Clusterin, (b) Kim-1, (c) Lcn2 und (d) Timp-1 in der duferen Nierenrinde
nach 7-tdgiger Gabe von 0, 60 oder 120 mg/kg KG Gentamicin. Gentamicin fiihrte zu einer Hochreguierung
der Expression von Clusterin, Kim-1 und Lcn2. Clusterin wurde hauptsdchlich in toten Zellen, Kim-1 an der
apikalen Seite abgeflachter Tubulusepithelzellen und Lcn2 in intrazelluldren Vesikeln detektiert. Im
Gegensatz dazu fiihrte die Behandlung zum Verlust von Timp-1 positiven Zellen.

5.5.5 Detektion potentieller Biomarkern im Urin

5.5.5.1 Semiquantitative Detektion mittels Western-Blot

Um einen ersten schnellen Eindruck der verdanderten Proteinausscheidung nach
Gentamicingabe zu bekommen, wurden die potentiellen Biomarker mit einem

spezifischen Antikorper mittels Western-Blot nachgewiesen.
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Lipocalin-2

Abbildung 5.5 zeigt die zeitabhangige Veranderung der Lipocalin-2-Ausscheidung eines
Kontrolltieres (Nr. 2), sowie eines mit 60 mg/kg KG (Nr. 6) bzw. 120 mg/kg KG (Nr. 15)
Gentamicin behandelten Tieres an den 7 aufeinander folgenden Behandlungstagen. Dabei
sind alle Werte als optische Dichte (OD) relativ zum Nullurin, bei der keine
Gentamicingabe erfolgte, angegeben. In den Urinen der Kontrolltiere konnte Uber die
gesamte Versuchsdauer eine konstante Lipocalin-2-Ausscheidung detektiert werden.
Schon nach Behandlung mit 60 mg/kg KG Gentamicin erhohte sich die Ausscheidung von
Lipocalin-2 am ersten Behandlungstag und nahm mit jeder weiteren Behandlung zu.

Dieses wurde auch in der Hochdosisgruppe beobachtet.
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Abb. 5.5 Verlauf der Exkretion von Lcn2 in den Urin nach Behandlung ménnlicher Wistar-Ratten mit 0,
60 und 120 mg/kg KG Gentamicin.

Weiterhin ist in Abbildung 5.6 die dosis-abhdngige Zunahme von Lipocalin-2 im Urin nach
Behandlung mit Gentamicin dargestellt. Die Urinkonzentration von Lipocalin-2 war in der
Hochdosis am Tag 1 und in der Niedrigdosis am Tag 3 im Vergleich zur Kontrollgruppe

signifikant erhoht.
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Exkretion von Lipocalin-2 in den Urin nach 1, 3 und 6 Tagen Gentamicinbehandlung. Die Daten

sind als Mittelwerte (n=4) + SD relativ zur Kontrollgruppe angegeben.

Clusterin

Auch die Clusterinkonzentration erhohte sich sowohl dosisabhéngig (Abb. 5.7) als auch

zeitabhangig im Urin der Ratten nach Behandlung mit Gentamicin. In beiden
Dosisgruppen nahm die Exkretion bereits am Tag 3 statistisch signifikant zu. Abb. 5.8 zeigt
den Verlauf der steigenden Clusterinausscheidung eines reprasentativen Hochdosistieres

(Nr. 15) nach Gabe von 120 mg/kg KG Gentamicin.
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Abb. 5.7 Exkretion von Clusterin in den Urin nach 1, 3 und 6-tédgiger Behandlung mit Gentamicin. Die

Daten sind als Mittelwerte (n=4) + SD relativ zur Kontrollgruppe angegeben.



| 68 GENTAMICIN

Tier Nr. 15 (Hochdosis)
604

¥
|i

'
i

Intensitét Clusterin im Urin
(OD relativ zum Tag 0)
N
b

o R ——
.

T

Gentamicingabe [Tage]

Abb. 5.8 Ausscheidung von Clusterin in den Urin (iber 7 Tage nach Gabe von 120 mg/kg KG Gentamicin.
Die Daten sind relativ zur Konzentration am Tag 0 angegeben.

Kim-1

Weiterhin wurde die Ausscheidung von Kim-1 im Urin mit einem spezifischen Antikérper
untersucht. Kim-1 konnte weder im Urin von Kontrolltieren noch nach 4-tagiger
Behandlung mit Gentamicin nachgewiesen werden. Erst ab Tag 5 wurde Kim-1 im Urin der
Hochdosistiere detektiert und stieg in seiner Konzentration an den darauffolgenden 2

Behandlungstagen (Abb. 5.9).

Tier Nr. 15 (Hochdosis)
601

40

20

Intensitit Kim-1 im Urin

Gentamicingabe [Tage]
Abb. 5.9 Ausscheidung von Kim-1 in den Urin nach Gabe von 120 mg/kg KG Gentamicin iiber 7 Tage.

Die Daten sind als densitometrische Intensitit angegeben

Nach 6 Tagen wurde Kim-1 auch im Urin der mit 60 mg/kg Gentamicin behandelten Tiere

detektiert (Abb. 5.10).
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Abb. 5.10  Exkretion von Kim-1 in den Urin nach Gentamicinbehandlung am Tag 6. Die Daten sind als
densitometrische Intensitdt angegeben.

5.5.5.2  Quantitative Analyse der potentiellen Biomarker mittels Singleplex-ELISA

Mit Hilfe der Western-Blot-Analyse wurde die qualitative Verdanderung der potentiellen
Urinbiomarker untersucht. Die erhdhte Exkretion der Urinmarker sollte nun mittels
Singleplex-ELISA quantitativ erfasst werden und somit die Ergebnisse des Western-Blot
verifiziert werden. Die Vorteile eines ELISA liegen in einer besonders hohen Sensitivitat
und Spezifitat des Systems, das bei einer einfachen und schnellen Durchfiihrbarkeit einen

hohen Probendurchsatz in der Routine-Diagnostik ermdoglicht.

Dazu wurde die Konzentration von Kim-1, Lipocalin-2, Clusterin und zusatzlich Timp-1 im
Urin nach 1, 2, 3 und 6 Tagen Gentamicingabe gemessen. Die erhaltenen Konzentrationen
wurden mit Hilfe der Urinvolumina auf die Ausscheidung pro 24 Stunden umgerechnet.
Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Verabreichung von Gentamicin stieg die
Konzentration von Lipocalin-2 sowohl nach Behandlung mit der hohen, als auch mit der
niedrigen Dosis, welche dann am Tag 2 in beiden Gruppen statistisch signifikant war (Abb.
5.11a). Weiterhin zeigte die Analyse am Tag 2 erhohte Clusterinwerte im Urin der Tiere,
welche mit 120 mg/kg KG Gentamicin behandelt wurden, sowie am Tag 3 nach Gabe von
60 mg/kg KG (Abb. 5.11b).

Ebenso konnte nach Gentamicingabe auch am Tag 1 ein erhéhter Level von Kim-1 im Urin
im Vergleich zur Kontrollgruppe detektiert werden, der jedoch auf Grund der grof3en
biologischen Varianz innerhalb der Tiere einer Gruppe zu diesem Zeitpunkt nicht
signifikant war (Abb. 5.11c). Aufgrund der hohen Sensitivitdt der ELISA-Methode war es
im Gegensatz zur Western-Blot-Analyse moglich, geringe Mengen des Proteins in den

Kontrolltieren nachzuweisen. Auch Timp-1 wurde nach Gentamicinverabreichung
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vermehrt in den Urin abgegeben. Die Konzentration an Timp-1 im Urin erhdhte sich
signifikant ab dem dritten Tag in der Hochdosisgruppe und ab dem 6. Tag nach

Behandlung mit der niedrigen Dosis von 60 mg/kg KG Gentamicin (Abb. 5.11d).
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Abb. 5.11  Ausscheidung von (a) Lipocalin-2, (b) Clusterin, (c) Kim-1 und (d) Timp-1 nach 1, 2, 3 und 6

Tagen Gentamicingabe. In der Graphik sind die Werte der Einzeltiere aufgetragen. Der Balken entspricht
dem Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Die statistische Auswertung erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post
Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

5.5.5.3

Receiver Operating Characteristic (ROC)-Analyse

Die Genauigkeit eines Tests (in diesem Fall Biomarker) ist durch seine Sensitivitdt und
Spezifitat gekennzeichnet. Die graphische Darstellung mittels ,Receiver Operating

Characteristic“ (ROC)-Kurven

ist eine akzeptierte Methode um die Prazesion

verschiedener Tests

zu vergleichen und welcher

somit Aussagen zu treffen,
Test/Biomarker besser fur die jeweilige Analyse ist (Akobeng, 2007). Die Flache unter der
Kurve zeigt, wie gut der jeweilige Marker zwischen behandelten (erkrankten) und nicht-
behandelten (gesunden) Tieren unterscheiden kann. Ein perfekter Marker wiirde dabei
den Wert 1 erhalten. AUC-Werte Uber 0,9 weisen auf einen sehr sensitiven und

empfindlichen Marker hin, wahrend Werte zwischen 0,7 und 0,9 nur eine moderate
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Sensitivitdt und Spezifitat aufweisen. Ist die AUC kleiner als 0,7, so ist der Marker
unspezifisch und unempfindlich (Akobeng, 2007).

Die ROC-Kurven wurden von den Daten fiir Kim-1, Clusterin, Lipocalin-2 und Timp-1 im
Urin, sowie von Glucose und y-Glutamyltransferase im Urin und Harnstoff und Kreatinin
im Serum erstellt (Abb. 5.12) und die jeweilige AUC berechnet (Tab. 5.3). Die AUC der
Kurven von Lipocalin-2 (0,95) und Kim-1 (0,92) zeigt die hochsten Werte und deutet
darauf hin, dass eine erh6hte Ausscheidung dieser beiden Proteine in den Urin die
spezifischsten und sensitivsten Marker fiir die Gentamicin-induzierte Nierentoxizitat sind.
Im Gegensatz dazu sind die AUC-Werte fir Timp-1 (0,84) und Clusterin (0,77) geringer
und liegen sogar unter denen von Glucose (0,86) und Serumharnstoff (0,88). Somit sind
Timp-1 und Clusterin im Urin nach ROC-Analyse weniger sensitive und spezifische
Biomarker fir Nephrotoxizitat. Serumkreatinin und y-Glutamyltransferase reagieren als
letztes mit einer Konzentrationsverdanderung als Antwort auf die toxische Wirkung von

Gentamicin, sichtbar an den niedrigen AUC-Werten (<0,7).
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Abb. 5.12 »Receiver Operating Characteristic” (ROC)-Kurven fiir die potentiellen Urinbiomarker im
Vergleich zu den traditionellen Parametern der Klinische Chemie. Die Fldche unter der Kurve (AUC) steht als
Magp fiir die Qualitdit des jeweiligen Parameters.
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Tabelle 5.3 ,Receiver Operating Characteristic” (ROC)-Analyse der potentiellen Urinbiomarker im
Vergleich zu den traditionellen klinisch-chemischen Parametern

Nierenbiomarker AUC 95 % Konfidenzintervall p-value
Serumharnstoff 0,88 0,78-0,99 < 0,0001
Serumkreatinin 0,68 0,52-0,84 0,0687
Glucose 0,86 0,75-0,97 0,0001
GGT 0,63 0,46-0,80 0,1773
Kim-1 0,92 0,83-1,00 < 0,0001
Clusterin 0,77 0,62-0,93 0,0080
Lipocalin-2 0,95 0,88-1,01 < 0,0001
Timp-1 0,84 0,72-0,95 0,0003

5.5.5.4  Quantitative Analyse der Biomarker mit Hilfe des WideScreen™ Rat Kidney
Toxicity Panel

Von der Firma Merck wurde 2008 ein Multiplex-ELISA-Assay flr potentielle
Nierentoxizitatsmarker entwickelt. Mit diesem Kit wurden die Konzentrationen von den
10 potentiellen Nierenbiomarkern ;M, a-GST, Kim-1, Timp-1, VEGF, Calbindin, Cystatin-
C, Clusterin, NGAL und Osteopontin in den Urinen der mit Gentamicin behandelten
Ratten vom Tag 0, 1, 3 und 7 mittels Multiplex-Analyse untersucht (Abb. 5.13). Die
Verabreichung von Gentamicin flhrte zu einer dosis- und zeitabhdngigen
Konzentrationszunahme von NGAL, Cystatin-C, Calbindin, Kim-1, VEGF, Timp-1, ;M und
Clusterin, wobei die Konzentrationen von Cystatin-C und NGAL im Urin schon nach einem
Tag nach Behandlung mit 60 mg/kg KG Gentamicin im Vergleich zur Kontrolle stiegen. Im
Gegensatz dazu konnte keine Veranderung der Osteopontinausscheidung beobachtet
werden. Die Konzentration von a-GST konnte zu keinem Zeitpunkt im Urin bestimmt

werden, da sie unter dem Detektionslimit lag.
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Abb. 5.13  Konzentration von (a) VEGF, (b) Kim-1, (c) B.M, (d) Timp-1, (e) Clu, (f) Cystatin-C, (g) OPN, (h)
Calbindin und (i) Lcn-2 im Urin mdnnlicher Ratten nach Behandlung mit 0,60 oder 120 mg/kg KG fiir 0, 1, 3

und 7 Tage. Die statistische Auswertung erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05, **p <
0,01; ***p < 0,001).

Auch von diesen Daten wurden die entsprechenden ROC-Kurven der einzelnen Proteine
erstellt und die dazugehdrigen AUC-Werte berechnet. Den Ergebnissen dieser Analyse zu
folge ist Cystatin-C mit einer AUC von 1,0 der sensitivste und spezifischste Marker zur
Erkennung der durch Gentamicin-induzierten Nierentoxizitdt. Auch Calbindin und

Lipocalin-2 scheinen mit einer AUC groRRer 0,9 sehr empfindliche Marker fir

Nierentoxizitat darzustellen.
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Tabelle 5.4 ROC-Analyse der potentiellen Biomarker nach Gentamicingabe. Die AUC-Werte stehen fiir die
Glite des Tests

Nierenbiomarker AUC 95 % Konfidenzintervall p-value
Serumharnstoff 0,88 0,78-0,99 < 0,0001
Serumkreatinin 0,68 0,52-0,84 0,0687
Calbindin 0,92 0,83-1,01 < 0,0001
Clusterin 0,74 0,59-0,90 0,0098
Cystatin-C 1,00 1,00-1,00 < 0,0001
Kim-1 0,73 0,58-0,88 0,0152
Lipocalin-2 0,95 0,89-1,00 <0,0001
[52I\/I 0,70 0,55-0,85 0,0303
OPN 0,60 0,43-0,77 0,2760
Timp-1 0,78 0,63-0,93 0,0032
VEGF 0,55 0,38-0,73 0,5636
5.6 Diskussion

Die Gentamicin-Studie wurde durchgefiihrt, um die verbesserte Vorhersagekraft neuer
potentieller Nierenbiomarker (Kim-1, Lipocalin-2, Clusterin und Timp-1) im Vergleich zu
traditionellen Methoden (Histopathologie, Klinische Chemie) zu bewerten. Ein
besonderes Interesse dieser Studie galt dabei der mdéglichen Exkretion dieser Proteine in
den Urin und somit dem Nutzen dieser Proteine als nicht-invasive Biomarker.

Als Modellsubstanz wurde Gentamicin verwendet. Es fiihrt sowohl im Menschen als auch
im Tier im gewundenen und geraden Teil des proximalen Tubulus zu tubularen Nekrosen.
Die Niere ist das Hauptausscheidungsorgan fur Gentamicin. Es wird im Glomerulus frei
filtriert, bindet dann im S;- und S;-Segment des proximalen Tubulus an die
Blrstensaummembran und gelangt Uber adsoptive Endozytose in die Tubuluszelle. Dort
wird es in Lysosomen gespeichert und akkumuliert.

In dieser Studie wurden mannlichen Wistar-Ratten auf 2 Einzeldosen verteilt taglich 60
mg/kg KG (Niedrigdosis) bzw. 120 mg/kg KG (Hochdosis) Gentamicin fir 7 Tage subkutan
verabreicht. Um den Verlauf der Ausscheidung neuer Markerproteine infolge der
Gentamicinbehandlung zu verfolgen, wurde der Urin der Ratten in 24 h Intervalle

gesammelt.
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Histopathologisch fiihrte die Behandlung wie erwartet in der Nierenrinde zu toxischen
Effekten (Zelltod), v. a. im gewundenen Teil des proximalen Tubulus. Die kontinuierliche
Gabe von Gentamicin flihrte in den Ratten zu einer erhohten Ausscheidung der
potentiellen Biomarker im Urin. Somit konnte eine vermehrte Exkretion der
Urinbiomarker als sensitiver Endpunkt fiir die Erkennung von Nierenschdden identifiziert
werden. Im Einklang mit der erh6hten Ausscheidung der potentiellen Biomarker in den
Urin konnte auch eine erhéhte Gen-und Proteinexpression dieser Marker im proximalen
Tubulus diagnostiziert werden und kann daher als Bestatigung der Proteinausscheidung
herangezogen werden. Ebenso erhdlt man dadurch zusatzliche Informationen zur
Lokalisation der Markergene im Nierengewebe.

Im Einklang mit Ergebnissen friiher tierexperimenteller und Humanstudien, erwies sich
auch Kim-1 in dieser Arbeit als wesentlich sensitiverer Nierentoxizitatsmarker als bisher
verwendete klinisch-chemische Parameter, wobei die Menge des Proteins im Urin parallel
zum Grad des Nierenschadens und der Expression von Kim-1 in der Niere stieg (Ichimura,
et al.,, 2004; Prozialeck, et al.,, 2007; Rached, et al., 2008; Zhou, et al., 2008).
Ubereinstimmend mit anderen Studien, konnte Kim-1 in gesunden Nierenzellen nur
minimal detektiert werden, hingegen stieg die Expression infolge der tubuldren
Nierenschadigung drastisch an (Ichimura, et al., 1998). Das Protein war hauptsachlich an
der apikalen Seite der abgeflachten (dedifferenzierten) Tubulusepithelzellen lokalisiert.
(Ichimura, et al., 2004; Vaidya, et al., 2006). Uber die Funktion von Kim-1 ist bisher noch
wenig bekannt. Ichimura et al. zeigte kirzlich, dass Kim-1 moglicherweise eine wichtige
Rolle bei der Beseitigung toter Zellen und Zelltrimmern spielt (Ichimura et al., 2008).
Apoptotische Zellen exprimieren an ihrer Oberflaiche Phosphatidylserin, welches von
Makrophagen erkannt wird (Hoffmann et al.,, 2001). Diese nehmen die apoptotischen
Korper Uber Phagozytose auf, ohne dabei eine Entziindung hervorzurufen. Geschadigte
Tubuli enthalten aber nur sehr wenige Makrophagen, daher werden andere
Mechanismen zur Beseitigung bendtigt. Interessanterweise weisen Kim-1-exprimierende
Epithelzellen dhnliche phagozytierende Eigenschaften wie Makrophagen auf. Kim-1
scheint dabei als Phosphatidylserin-Rezeptor zu wirken und Tubulusepithelzellen zur
Aufnahme der apoptotischen Korperchen und Zelltrimmer zu befdhigen. Somit fordert
die Expression von Kim-1 die Regeneration des Tubulusepithels infolge einer Schadigung,

welches histologisch auch in dieser Studie beobachtet wurde. Auch die Funktion der
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|6slichen Form von Kim-1 ist bisher kaum erforscht, jedoch gibt es Hinweise, dass
sezernierendes Kim-1 Gber seine Ig-Domane EiweilRablagerungen im Tubuluslumen bindet
und somit einer Obstruktion des Lumens entgegenwirkt (Bailly, et al., 2002; Zhang et al.,
2007). Proteinablagerungen konnten histologisch auch in den Nieren der Hochdosistiere
nachgewiesen werden. Somit bestdatigen die Daten dieser Studie Kim-1 als
vielversprechenden sensitiven und auch spezifischen Marker fir tubuldre
Nierenschadigung. Ein groBer Vorteil dieses Markers ist dabei die aufgrund der Stabilitat
des Proteins mogliche Detektion im Urin und damit die Verwendung von Kim-1 als nicht-
invasiven Biomarker fiir Schadigungen im Bereich der proximalen Tubuli.

Ebenso wie in anderen Studien (Mishra, et al., 2003; Mishra, et al., 2004), war eine
signifikante Erhohung der Lipocalin-2 Ausscheidung einer der frihesten Effekte nach
Verabreichung von Gentamicin und konnten schon nach 2-tagiger Behandlung mit der
Hoch- und auch Niedrigdosis detektiert werden. Die ROC-Analyse der Singleplex-ELISA
zeigt, dass Lipocalin-2 mit einem AUC-Wert von 0,95 in dieser Studie sogar noch sensitiver
ist als Kim-1 (AUC=0,92). Unterstlitzend zur erhohten Lcn2-Exkretion zeigte sich
immunhistochemisch eine erhdhte Expression von Lcn2 in der Nierenrinde von mit
Gentamicin behandelten Ratten sowie eine gesteigerte mRNA-Expression. Lcn2 wurde in
proximalen Tubulusepithelzellen in intrazellularen Vesikeln lokalisiert. Zwar zeigten einige
Tubuli der Kontrollnieren ebenfalls eine positive Lcn2-Farbung, jedoch stieg diese
vesikuldre Farbung in den Nieren der mit 60 mg/kg Gentamicin behandelten Ratten
drastisch an. Dieses deckt sich mit Ergebnissen friiherer Studien, bei denen ein Anstieg
der Expression von Lipocalin-2 in Nieren von Patienten mit tubulointerstitieller
Schadigung auftrat (Ding, et al., 2007). In den Tieren der Hochdosisgruppe konnte dieser
Effekt nicht ganz so stark beobachtet werden, da die meisten gewundenen Tubuli
aufgrund der Gentamicingabe am Ende der Studie zerstort waren.

Als weiterer potentieller, nicht-invasiver Biomarker wird Clusterin beschrieben. Durch
Gentamicin wurde die Expression von Clusterin auf mRNA- und Proteinebene induziert.
Wie auch Kim-1 wurde Clusterin in Kontrolltieren nur auf einem sehr niedrigen Level in
den Glomeruli lokalisiert. Gentamicin flihrte zu einer gesteigerten Expression im Bereich
der proximalen Tubuli, wobei das Protein lGiberwiegend in toten Zellen und Zelltrimmern
detektiert wurde (Hidaka, et al., 2002; Rosenberg, et al., 2002; Witzgall, et al., 1994).

Obwohl sich die Konzentration von Clusterin schon am Tag 2 nach Gabe von 120 mg/kg
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KG bzw. Tag 3 nach 60 mg/kg KG Gentamicin im Urin erhéhte und auch im weiteren
Verlauf mit fortschreitender Tubulusschadigung anstieg, wurde Clusterin im Urin im
Rahmen der ROC-Analyse als deutlich weniger sensitiv eingestuft. Die Flache unter der
Kurve (AUC) war mit 0,77 deutlich geringer als bei Kim-1 (AUC = 0,92), Lcn2 (AUC = 0,95)
und sogar Glucose (AUC = 0,86). Von Hidaka et al. wurde die These aufgestellt, dass
sezernierendes Clusterin zwischen tubuldrer und glomeruldrer Nierenschadigung
unterscheiden kann (Hidaka, et al., 2002). Dazu wurde die Urinkonzentration von
Clusterin an tubuldr- und glomeruldr-erkrankten Ratten gemessen. Bei den Tieren, welche
an einer Schadigung des Tubulus litten, konnte eine deutlich héhere Exkretion von
Clusterin im Urin gemessen werden. In einer spateren Studie an Patienten konnte dies
nicht bestatigt werden (Solichova, et al., 2007). Die molekularen Mechanismen, die der
Regulation von Clusterin zugrunde liegen, sind bisweilen weitestgehend unklar. Offenbar
gibt es einen Zusammenhang zwischen der Induktion der sezernierenden Form von
Clusterin in der Zelle mit dem Schutz vor Apoptose und Stress (Shannan, et al., 2006). Da
ebenfalls eine erhéhte Clusterin-Konzentration im Urin von Patienten mit Blasenkrebs
auftrat, wurde Clusterin auch als Labormarker fiir die Diaghose von Blasenkrebs
vorgeschlagen (Stejskal und Fiala, 2006). Moglicherweise koénnen neben renalen
Tubuluszellen auch andere Zellen Clusterin sezernieren. Somit fiihrt eine erhdhte
Konzentration im Urin nicht zwangslaufig auf einen Nierenschaden zuriick.

Nach 7-tdgiger Gentamicinbehandlung stieg die mRNA-Expression von Timp-1 in der
Niere. Dieser Effekt konnte sich auf Proteinebene im Nierengewebe allerdings nicht
bestatigen. Zwar wurde das in intrazelluldaren Vesikeln eingeschlossene Protein in den
Kontrollnieren in zahlreichen Zellen vom proximalen Tubulus lokalisiert, jedoch flihrte die
Behandlung, wahrscheinlich durch die Zerstérung der proximalen Tubuli, zu einem Verlust
an Timp-1-positiven Zellen. Ahnlich wie auch Clusterin ist Timp-1 in eine Vielzahl von
zelluldaren Prozessen involviert. Neben der antiapoptotische Wirkung ist Timp-1 auch in
der Lage, das Zellwachstum zu regulieren (Stetler-Stevenson, 2008). Desweiteren gibt es
Hinweise, dass bei Nierenschaden Timp-1 die Lebensdauer von Granulozyten innerhalb
entzindlicher Prozesse verlangert. Zusatzlich gilt Timp-1 als Marker flr Fibrose, indem es
den Abbau der extrazelluliren Matrix (ECM) durch Inhibierung der Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) hemmt (Tang et al., 1994). Jedoch konnten im Rahmen

unserer Arbeit keine Anzeichen einer Fibrose festgestellt werden. Es existieren Ergebnisse
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von Studien, in denen Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen sowie mit
Cyclosporin-behandelte SDNS-(steroid-dependent nephrotic syndrome) Kinder erhéhte

Timp-1 Konzentrationen im Urin auftraten (Horstrup, et al.,, 2002; Liu, et al., 2006;
Sanders, et al.,, 2007; Wasilewska und Zoch-Zwierz, 2008). Dieses konnte auch nach
Gentamicingabe gezeigt werden. Allerdings konnte in unserer Studie die erhdhte
Ausscheidung des Proteins erst nach 3 Tagen Hochdosis- bzw. 6 Tagen
Niedrigdosisbehandlung beobachtet werden, welches moglicherweise durch den Verlust
der proximalen Tubuluszellen zustande kam. Somit wurde auch die Exkretion von Timp-1
anhand der AUC von 0,84 im Vergleich zu Kim-1 und Lipocalin-2 als wenig empfindlicher,
nicht-invasiver Biomarker identifiziert.

Zusatzlich wurden Urine der mit Gentamicin behandelten Ratten mit dem ,,WideScreen™
Rat Kidney Toxicity Panel 1 and 2“ (Merck, Darmstadt, Deutschland) analysiert. Mit
diesem Multiplex-Assay ist es moglich, die Konzentration von 10 potentiellen Biomarkern
im Urin mittels Luminex®-Technologie zu messen. Das Panel 1 besteht dabei aus den
Markern f,-Mikroglobulin (B,M), a-Glutathion-S-Transferase (GST-a), ,Kidney Injury
Molecule-1” (Kim-1), , Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1“ (Timp-1) sowie ,Vascular
Endothelial Growth Factor” (VEGF) und das Panel 2 aus den Markern Calbindin, Clusterin,
Cystatin-C, NGAL (Neutrophil gelatinase-associated Lipocalin) und Osteopontin. Mit
Ausnahme von Osteopontin und GST-a konnte nach Gentamicingabe ein signifikanter
Anstieg aller potentiellen Marker detektiert werden. Es ist denkbar, dass einige Proteine,
wie OPN und GST-a sich im Urin zersetzen bzw. abgebaut werden und somit nicht mehr
gemessen werden kdénnen (Christensen et al., 2008). Im Fall von GST-a empfehlen einige
Hersteller kommerzieller Assays den Urinproben einen geeigneten Stabilisierungspuffer

zuzusetzen. (http://www.argutusmed.com).

Wie auch mittels des Singleplex-ELISAs wurde Lcn-2 (neben Cystatin-C (AUC = 1,00) und
Calbindin (AUC = 0,95)) mit dem Multiplex-ELISA als eines der besten Marker fir
Gentamicin-induzierte Nierenschadigung mit einer AUC von 0,95 identifiziert. Cystatin-C
ist ein extrazelluldarer Cysteinproteinase-Inhibitor mit einer molekularen Masse von
ungefahr 15 kDa und wird von allen kernhaltigen Zellen gebildet. Es wird im Glomerulus
frei filtriert, vom proximalen Tubuluszellen resorbiert und degradiert. Aufgrund der durch
Gentamicin geschadigten Tubuli wird das Protein nicht mehr in die Zellen aufgenommen

und somit vermehrt in den Urin abgegeben. In zahlreiche Studien wird eine erhdhte
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Konzentration von Cystatin-C im Serum als Marker fiir eine eingeschrankte glomerulare
Filtrationsrate verwendet (Christensson, et al., 2003), hingegen gibt es bisher noch
wenige Daten, die die Verwendung von Cystatin-C im Urin als potentiellen Marker fir
tubuladre Schadigungen unterstiitzen (Colle, et al., 1990; Conti, et al., 2006; Liangos et al.,
2009; Uchida und Gotoh, 2002). So konnte im Tierexperiment als auch bei Patienten mit
tubularer Schadigung ein Anstieg der Cystatin-C Konzentration im Urin detektiert werden
(Colle, et al., 1990; Conti, et al., 2006). Im Gegensatz dazu blieb die Exkretion von
Cystatin-C in Patienten mit glomerularer Dysfunktin unverandert (Conti, et al., 2006).
Calbindin wurde zu allen Zeitpunkten von den Hochdosistieren vermehrt mit dem Urin
ausgeschieden. Das Calcium-bindende Calbindin ist im distalen Tubulus lokalisiert und
spielt neben der Calciumresorption auch eine wichtige Rolle beim Schutz der Zellen vor
toxischen Konzentrationen an intrazellularem Calcium. Da bekannterweise die Expression
von Calbindin von Faktoren wie Vitamin D und Calcium abhadngt, ist die erhdhte Exkretion
nicht zwingendermalien auf eine Schadigung des Tubulus zurtickzufihren.

Generell lasst sich sagen, dass die Analyse der Konzentrationen von Lipocalin-2, Clusterin
und Timp-1 mittels der ,WideScreen™ Rat Kidney Toxicity Panel” gut mit denen der
Singleplex-ELISA (berein stimmten. Im Gegensatz dazu scheint es, dass der Singleplex
Assay fur Kim-1 im Urin, welcher im Labor von Vaidya/Bonventre entwickelt wurde,
sensitiver als der ,,WideScreen Assay” ist (AUC = 0,92 vs. AUC =0,73).

Auf der einen Seite ist zwar der analytische Aufwand beim Multiplex-ELISA geringer,
jedoch kann es bei der groBen Anzahl von Analyten zu Interaktionen zwischen den
einzelnen Bindungspartnern kommen, wodurch der Assay an Sensitivitat verliert. Ebenso
konnen Unterschiede auch an der Spezifitdt und Sensitivitdt des jeweils verwendeten
Antikorpers liegen. Dieser sollte in der Lage sein, nur sein spezifisches Antigen zu binden
und frei von Kreuzreaktionen sein. Daher sollte ein guter Assay vor der Zulassung mittels

verschiedener Studien und Probenbeispiele validiert werden.
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6 UNTERSUCHUNG NEUER BIOMARKER FUR NEPHROTOXIZITAT IM
RAHMEN PRAKLINISCHER STUDIEN (INNOMED-PREDTOX)
6.1 Einfihrung

InnoMed-PredTox ist ein von der Europdischen Union geftérderter Zusammenschluss

zwischen industriellen pharmazeutischen Unternehmen und wissenschaftlichen

Einrichtungen mit dem Ziel einer verbesserten Arzneimittelsicherheit durch die
Kombination neuer ,Omics“-Technologien und traditioneller Methoden. Da Leber- und
Nierentoxizitdt eine der Hauptursachen fir Xenobiotika-induzierte Organtoxizitat sind,
galt es, verbesserte Vorhersagen fiir die Toxizitdt dieser beiden Organe in praklinischen

Studien zu erhalten.
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Ein weiteres Bestreben war es, Mechanismen, die zur Entwicklung von Nieren-und
Leberschaden fiihren, zu untersuchen und neue Biomarker fir die Vorhersage der
Organtoxizitdt zu identifizieren. Dazu wurden mannliche Wistar-Ratten 14 Substanzen
verabreicht, die in ihrer Entwicklung aufgrund von Leber- oder Nierentoxiztiat gestoppt
wurden. Weiterhin wurden als Referenzsubstanzen Gentamicin und Troglitazon
verabreicht. Die Tiere wurden in 2 verschiedenen Dosen plus Kontrollgruppe fur 1, 3 und
14 Tage behandelt (Abb. 6.1).

Aufgrund der histopathologischen Befunde wurden die Substanzen in die 3 verschiedenen
Gruppen Leberhypertrophie, Schadigungen der Gallengange und Nephrotoxizitat
eingeteilt.

In der vorliegenden Arbeit wurden nur die Studien des PredTox-Projektes bearbeitet, in
denen Hinweise auf Nierentoxizitat auftraten. Histopathologische Veranderungen der
Niere traten nach 14-tdagiger Hochdosisbehandlung in Form von Schadigungen der
proximalen Tubuli einschlieBlich Degeneration, Regeneration und Nekrose sowie
mononukledren Zellinfiltraten und hyalinen Ablagerungen auf. Bei den nephrotoxischen
Studien handelte es sich um die Substanzen BI-2, BI-3, Gentamicin und IMM125. Der
Schwerpunkt wurde dabei auf die Studien mit den Substanzen BI-3, Gentamicin und
IMM125 gelegt, welche Schadigungen im Bereich der proximalen Tubuli aufwiesen.
Anhand dieser 4 Nierentoxizitdtsstudien wurden die aus der Literatur bekannten
potentiellen Biomarker im Gewebe und Urin gemessen. Ein weiteres Ziel eines
Projektpartners war es, neue Marker im Gewebe mit Hilfe von 2D-DIGE zu identifizieren.
Verdanderungen in der Expression von Proteinen, die dabei in mindestens 2
Nierentoxizitatsstudien auftraten, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf ihre

Dosis-Abhdngigkeit mittels Western-Blot untersucht.

6.2 Studiendesign

Im Rahmen des PredTox-Projektes wurden alle Tierversuche nach einheitlichem
Studienprotokoll durchgefiihrt. 8-10 Wochen alte mannliche Wistar-Ratten wurden von
kommerziellen Lieferanten bezogen. Die Tiere wurden zufillig auf 9 Gruppen a 5 Tiere
verteilt (Tab. 6.1). BI-2 (0, 2,5, 15 mg/kg KG), BI-3 (0, 100, 1000 mg/kg KG), Gentamicin (O,
25, 75 mg/kg KG) und IMM125 (0, 30, 100 mg/kg KG) wurden fiir 1, 3 oder 14 Tage oral
via Schlundsonde (BI-2, BI-3 IMM125) bzw. subkutan (Gentamicin) verabreicht.
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Tabelle 6.1 Gruppeneinteilung und Dosierung mdnnlicher Wistar-Ratten der PredTox-Studien (Veh,
Vehikel; ND, Niedrigdosis; HD, Hochdosis)

Gruppe A B C D E F G H 1
Tiernummer 01-05 06—10 11-15 16—20 21-25 26—30 31-25 36—40 41—-45
Dosis Veh ND HD Veh ND HD Veh ND HD
Behandlungsdauer [d] 1 1 1 3 3 3 14 14 14

Die Tiere der Gruppen G-l wurden jeweils nach der ersten, dritten und 12. Substanzgabe
fir 16 Stunden in einen Stoffwechselkafig gesetzt und der Urin auf Eis gesammelt. Dieser
wurde in Aliquoten bei -80 °C gelagert. Nach der Toétung der Tiere, wurden Teile der Leber
und Niere in Formalin-Losung iberfuhrt. Der Rest sowie das Blut wurden in Anteilen bei -

80 °C gelagert.

6.3 Ergebnisse
6.3.1 BI-2

Mannlichen Wistar-Ratten wurde die Substanz BI-2 in Dosen von 0, 2,5 und 15 mg/kg KG
fir 1, 3 und 14 Tage verabreicht (Strukurformel vom Hersteller nicht bekannt gegeben).
Die Substanz wurde als Nierentoxin ausgewahlt, da aus friiheren Studien bekannt ist, dass
die Behandlung von Ratten mit 15 mg/kg KG BI-2 fir 4 Wochen zur Nekrose im Bereich

der Nierenpapilla fihrt.

6.3.1.1 Klinische Chemie und Histopathologie

Minimale histopathologische Effekte in Form von hyalinen Droplets traten in den Nieren
der Tiere auf, welche fiir 14 Tage mit der Hochdosis (15 mg/kg KG) behandelt wurden. Die
erwartete papillire Nekrose konnte nach 2-wdchiger Verabreichung nicht beobachtet
werden. Die Leber zeigte wie erwartet keine histopathologischen Verinderungen. Uber
die gesamte Behandlungsdauer von 14 Tagen war in den Hochdosistieren das
Koérpergewicht (94 %) im Vergleich zur Kontrolle leicht, aber statistisch signifikant
reduziert. Nach Angaben des Herstellers Boehringer Ingelheim ist dieses aber auf die uns
nicht bekannten pharmakologischen Eigenschaften der Substanz zurlickzufihren. Die
Daten der klinischen Chemie deuteten nicht auf Nierentoxizitdt hin. Dagegen stieg die

Zahl der neutrophilen Granulozyten nach 14-tagiger BI-2 Gabe signifikant von 0,57 £ 0,13
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x 10° in den Kontrolltieren auf 1,98 + 0,29 x 10° in den Hochdosistieren an, was auf eine
Entziindung hinweist (Tab. 6.2)
Tabelle 6.2 Klinisch-chemische Parameter nach Behandlung mdnnlicher Wistar-Ratten mit 0, 2,5 und 15

mg/kg BI-2. Die Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit
ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Bl2
Ti
ag 0 mg/kg KG 2,5 mg/ke KG 15 mg/kg KG
Urin
Kreatinin 1 4,3 3,9 44 +0,8
[mg/16h] 3 51+0,5 40+00 * 3,7+01 *
12 5,6 +0,6 4,8+0,7 4,5+0,3
Serum
Kreatinin 1 0,43 +0,13 0,42 * 0,05 0,37 + 0,06
[mg/dl] 3 0,41 * 0,04 0,44 * 0,05 0,43 + 0,07
14 0,46 +0,07 0,41 * 0,05 0,45 + 0,04
Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN) 1 25+3 27 2 25 +2
[mg/dl] 3 25 +4 28+3 3147
14 26 £2 26 1 29 +4
y-Glutamyltransferase (GGT) 1 0,40 £ 0,14 1,95 +2,19 0,90
/1 3 1,00 0,85 0,88 * 0,29 0,35 + 0,21
14 1,15 + 0,21 0,20 *- 0,62 + 0,30
Gesamt-Protein 1 55 +2 54 +4 54 +2
e/ 3 55 +1 55+1 5342
14 56 +3 55+2 52+2 *
Aspartat-Aminotransferase (AST) 1 53 +12 61 +32 60 +12
[u/Mn 3 56 + 14 75 +40 62 +8
14 62 +20 65+9 62 +6
Alkalische Phosphatase (ALP) 1 99 +21 98 +10 104 £ 25
[u/n 3 120 + 30 87+8 * 89 +10 *
14 86 +17 87 £ 25 57 +5
Alanin-Aminotransferase (ALT) 1 26 +4 28+8 27 6
[u/Mn 3 29 +6 45 +41 2647
14 34 £15 30+6 27 £2
Bilirubin 1 0,10 * 0,02 0,09 * 0,05 0,09 * 0,02
[mg/dl] 3 0,11 * 0,04 0,11 + 0,03 0,11 + 0,01
14 0,07 0,03 0,04 * 0,02 0,06 * 0,02
Glucose 1 175 + 14 188 +9 180 + 29
[me/dl] 3 154 + 9 176 £17  * 169 +13
14 171 £35 191 +21 192 +14
Blut
Neutrophile 1 0,53 * 0,29 0,71 0,41 0,57 +0,13
[10%/1 3 0,51 + 0,23 0,55 + 0,15 0,61 £ 0,16
14 0,59 +0,17 0,66 * 0,29 1,98 40,29 ***

6.3.1.2  Genexpressionsanalyse potentiellen Biomarker im Nierengewebe

Die quantitative Real-Time-PCR zeigte keine Verdanderungen in der Expression der Gene,
welche mit einem proximalen Tubulusschaden in Verbindung gebracht werden. Dieses
Ergebnis ist Ubereinstimmend mit dem histopathologischen Befund, welcher keine

Schadigung der proximalen Nierentubuli aufwies. In der Abbildung 6.2 ist zu sehen, dass
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die Behandlung mit BI-2 wahrend der gesamten Studiendauer zu keiner Verdanderung der
MRNA Expression von Kim-1, Lipocalin-2, Timp-1, Osteopontin, HO-1 und Vimentin in den

Nieren der mannlichen Wistar-Ratten fiihrte.

(a) Clusterin (b) Kim-1

10 10
8 8
6 6

4

Clusterin mRNA Expession
(Fold-Change)
Kim-1 mRNA Expression
(Fold-Change)

2 2
A
e @ W@ TR R R
I IR I NN RN
1d 3d 12d 1d 3d 14d
BI-2 [mg/kg KG] Bl-2 [mg/kg KG]
(c) Lipocalin-2 (d) Timp-1
< 10 10
(=}
] ]
] 8 a 8
59 25
ue g2
<8 6 ws €
zZo g0
ED €32 4
38 Eg
T U g 2 A
g 0 £ D 4o 2
F  meps EBL HEHeps n% 55 R B
NI I S e e 00 0,80
1d 3d 14d 1d 3d 14d
BI-2 [mg/kg KG] Bl-2 [mg/kg KG]
(e) Vimentin (f) Osteopontin
10 c 10
s S
S ®
g 8 g s
) &g
we 6 <5 6
<< z8
z20 €9
ES 4 2 4
sSe gL
-] 5]
2 2 § 210
s [ b
S ([E®ss ERse F@mm P ek BPn R
O 4o R O Lo N QO 20 R S Lo 0 S Lo 0 S Lo
1d 3d 14d 1d 3d 14d
BI-2 [mg/kg KG] BI-2 [mg/kg KG]
(g) Hamoxygenase-1
10
c . .
2 8 Histopathologischer Score:
N -~
Y- 0 Ound1
X
§5 o2
z2 4 m 3
Euw
3 2 m 4
I
Bo BHA TR
S 9,88 0,60
1d 3d 14d
BI-2 [mg/kg KG]

Abb. 6.2 mRNA-Expression von (a) Clusterin, (b) Kim-1, (c) Lcn2, (d) Timp-1, (e) Vimentin, (f)
Osteopontin und (g) HO-1 in der Niere mdnnlicher Ratten, welche mit 0, 2,5 oder 15 mg/kg KG BI-2
behandelt wurden. Die Daten sind als Einzelwerte relativ zum Mittelwert der Kontrollgruppe angegeben. Die
Farbe der einzelnen Tiere richtet sich nach dem Grad der Schéddigung des proximalen Tubulus. Die
Mittelwerte der jeweiligen Gruppen sind als Balken gekennzeichnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit
ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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6.3.1.3 Immunlokalisation neuer Markerproteine auf TMAs

Fir den immunhistochemischen Nachweis der Markerproteine wurden TMAs mit dem
jeweils spezifischen Antikérper angefarbt. Die Abb. 6.3a, b, d und e zeigt die Detektion
der Proteine Kim-1, Clusterin, Vimentin und Timp-1. Es konnte kein Unterschied zwischen
der Kontrollgruppe und den beiden behandelten Gruppen hinsichtlich ihrer Expression
festgestellt werden. Sowohl die Expression als auch die Lokalisation der Proteine waren in
der Niere der mit BI-2 behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe nach 14 Tagen
unverandert. Dies korreliert mit den Ergebnissen der Genexpression, welche ebenso
keine verdnderte Expression nach 14 Tagen aufwiesen. Uberraschenderweise zeigte sich
im Gegensatz zur Genexpression jedoch ein deutlicher Anstieg der Immunreaktivitat

gegeniber Lcn-2 in der Nierenrinde der Hochdosistiere nach 14 Tagen (Abb. 6.3c).
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Abb. 6.3 Expression von (a) Clusterin, (b) Kim-1, (c) Lcn2, (d) Vimentin und (e) Timp-1 in der dufSeren
Nierenrinde nach Verabreichung von 0, 2,5 oder 15 mg/kg KG BI-2 fiir 14 Tage. Die Gabe von BI-2 fiihrte zu
einer verstérkten Lcn2-Expression im Nierencortex.
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6.3.1.4 Detektion potentiellen Urinbiomarkern mit Singleplex-ELISA

In Abbildung 6.4 sind die Exkretion von Kim-1, Clusterin, Lipocalin-2 und Timp-1 im Urin
sowie die traditionellen Nierentoxizitditsmarker BUN und Kreatinin dargestellt.
Ubereinstimmend mit den immunhistochemischen Ergebnissen wurde im Urin der
Hochdosistiere nach 12 Tagen eine gesteigerte Konzentration von Lipocalin-2 beobachtet.
Die erhohte Abgabe von Lipocalin-2 in den Urin konnte weder zu einem friheren
Zeitpunkt noch in der Niedrigdosisgruppe beobachtet werden. Die quantitativen
Messungen von Clusterin, Kim-1 und Timp-1 zeigten dagegen keinen Anstieg der
jeweiligen Proteine im Urin nach 12-tagiger Bl-2 Gabe und stehen somit im Einklang mit

den Ergebnissen der Gen- und Proteinexpression.
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Abb. 6.4 Serumkonzentrationen von BUN und Kreatinin, sowie Ausscheidungen von Clusterin, Kim-1,

Len-2 und Timp-1 mit dem Urin mdnnlicher Ratten nach Gabe von 0, 2,5 oder 25 mg fiir 1, 3 oder 12/14
Tagen. Die Farbe der einzelnen Tiere richtet sich nach dem Grad der Schddigung des proximalen Tubulus. Die
Mittelwerte der jeweiligen Gruppen sind als Balken gekennzeichnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit
ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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6.3.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse nach Behandlung mit BI-2

Die Gabe von BI-2 fihrte nur zu minimalen histopathologischen Effekten in der
Nierenpapilla, proximale Tubulusschdaden wurden dagegen nicht beobachtet. In der Niere
kam es auf Transkriptionsebene nicht zu einer Verdnderung der potentiellen
Nierentoxizitaitsmarker, welches mit dem Fehlen von tubuldren Nierenschaden
Ubereinstimmt. Mit Ausnahme von Lipocalin-2 konnte auch keine Verdanderung der
Proteinmenge im Nierengewebe  beobachtet  werden. Nach 14-tagiger
Hochdosisbehandlung mit BI-2 zeigte sich neben der erhéhten Proteinexpression von

Lipocalin-2 auch eine gesteigerte Ausscheidung des Proteins in den Urin.

6.3.2 BI-3

Als weiteres Nierentoxin wurde die Substanz BI-3 ausgewdhlt und mannlichen Wistar-
Ratten oral in Dosen von 100 mg/kg oder 1000 mg/kg fiir eine Behandlungsdauer von 1, 3
und 14 Tagen verabreicht (Strukturformel vom Hersteller nicht bekannt gegeben). Die
Kontrollgruppe erhielt als Vehikel 5 %iges Natrosol. Basierend aus den Kenntnissen einer
friheren In-house-Studie ist neben der Niere auch die Leber Zielorgan der Toxizitat von
BI-3. Weiterhin konnten durch 2D-DIGE unter anderem Glycin-Amidinotransferase
(AGAT), Catalase und Glutathionperoxidase-1 als deregulierte Proteine nach Gabe von BI-

3 identifiziert werden (Gautier, J.C. unveroffentlichte Ergebnisse).

6.3.2.1 Klinische Chemie und Histopopathologie

Die Behandlung der Ratten mit BI-3 fiihrte zu histopathologischen Veranderungen in den
beiden Zielorganen Niere und Leber. Uber den gesamten Behandlungszeitraum kam es zu
Entziindungen und Hyperplasie der Gallengange und ferner nach Behandlung fir 14 Tage
zu Cholestase. Das absolute und relative Lebergewicht war nach 1-, 3- und 14-tagiger BI-
3-Gabe im Vergleich zur Kontrolle erhéht. Die histopathologischen Effekte in den Nieren
traten im Bereich der proximalen Tubuli in Form von Tubuluszellnekrose und Basophilie in
3 Hochdosistieren nach 14-tdgiger Behandlung auf. Die wichtigsten Parameter der
klinischen Chemie sind in der Tabelle 6.3 angegeben. Die Auswertung dieser Daten
verzeichnete in der Hochdosisgruppe einen geringen Anstieg des Kreatinin- und
Harnstoffgehaltes im Serum, der aber aufgrund der groRen biologischen Varianz der Tiere

innerhalb der Hochdosisgruppe nicht signifikant war. Desweiteren waren die Aktivitdaten
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der Leberenzyme ALP, AST, ALT und GGT signifikant erhdht sowie der Proteingehalt im
Serum erniedrigt, welches als Folge des Leberschadens zu werten ist. Ebenso wie in den
Tieren, welche mit der Substanz BI-2 behandelt wurden, stieg auch die Zahl der
neutrophilen Granulozyten von 1,3 + 0,20 x 10° in der Kontrollgruppe auf 4,11 + 4,23 x
10° in den Hochdosistieren nach 14-tagiger Bl-3 Gabe an.

Tabelle 6.3 Klinisch-chemische Parameter nach Behandlung mdénnlicher Wistar-Ratten mit 0, 100 und

1000 mg/kg BI-3. Die Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit
ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

BE3
Ti
8 0 mg/kg KG 100 mg/kg KG 1000 mg/kg KG
Urin
Kreatinin 1 7,9+1,3 85 +0,8 6,8+1,6
[mg/16h] 3 81 +1,5 89 +1,3 63+1,1
12 7,7 +1,2 7,7 +2,0 5,5+1,8
Protein 1 0,5+0,1 0,5+0,1 0,7 +0,6
[mg/mg Kreatinin] 3 0,5+0,1 0,7 £0,2 1,1 +0,9
12 0,7 +0,6 1,1 +0,9 0,6+0,4
Serum
Kreatinin 1 0,51 + 0,03 0,46 + 0,03 0,47 + 0,03
[mg/dl] 3 0,52 0,04 0,45 £0,04 * 0,48 + 0,04
14 0,52 + 0,07 0,53 + 0,05 0,65 + 0,32
Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN) 1 49 £ 6 53 +17 46 £ 9
[mg/dl] 3 50 +7 48+7 67 +19
14 45 + 6 60 £6 110 £ 72
yv-Glutamyltransferase (GGT) 1 0,00 £ 0,00 0,01 +0,03 1,75 £1,38  **
U/ 3 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,60 +2,44
14 0,00 + 0,00 0,00 * 0,00 1,65 +1,31  **
Gesamt-Protein 1 59+1 58 +2 61 +
e/ 3 59 +1 58 +3 56 +3
14 58+2 55+2 45 + 6 *E%
Aspartat-Aminotransferase (AST) 1 193 +37 167 +38 298 + 195
[u/n 3 190 + 25 172 £ 22 215 +43
14 157 +19 151 + 27 144 + 40
Alkalische Phosphatase (ALP) 1 182 + 25 149 + 32 513 + 289 *
[u/n 3 197 +47 177 + 36 425 +77 *Ek
14 114 + 11 116 +13 262 +90 **
Alanin-Aminotransferase (ALT) 1 31+5 28 +14 169 +185
U/ 3 24 +4 22 +2 43 +14 o
14 24 4 28+10 24 4
Glucose 1 147 + 11 132 + 23 152 + 20
[mg/dl] 3 144 + 20 143 + 8 122 6 *
14 148 + 14 163 +4 128 +47
Blut
Neutrophile 1 1,04 + 0,40 0,91 0,10 1,56 £0,25 *
[10°/1] 3 1,30 + 0,15 1,21 + 0,50 1,47 + 0,54

14 1,30 + 0,20 1,54 + 0,94 411 +4,23
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6.3.2.2  Genexpressionsanalyse potentiellen Biomarker im Nierengewebe

Die Behandlung von Ratten mit der Substanz BI-3 fiihrte zu einer deutlichen Induktion der
MRNA-Expression der gemessenen Marker in der Niere. Wie aus Abbildung 6.5 ersichtlich
ist, beschrankte sich dabei die Induktion der Gene auf die 3 Hochdosistiere (41, 43, 45)
nach 14-tagiger Behandlung, welche auch histopathologische Verdanderungen in den
Nierentubuli zeigten. Kim-1 zeigte die starkste Induktion mit einem > 300-fachen Anstieg
im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 6.5b). Auch die mRNA-Expression von Clusterin,
Lipocalin-2 und Osteopontin war im Vergleich zu den Kontrolltieren stark erhoht.
Weiterhin zeigten die 3 Hochdosistiere eine gesteigerte Expression von Timp-1, HO-1 und
Vimentin. Wegen der beachtlichen biologischen Varianz innerhalb der Gruppe der
Hochdosis waren Verdanderungen nur bei Timp-1 und Osteopontin statistisch signifikant.
Ebenfalls zeigte das Hochdosistier Nr. 29, welches fiir 3 Tage mit BI-3 behandelt wurde,
im Vergleich zu Kontrolltieren eine gesteigerte mRNA-Expression aller gemessenen Gene

in der Niere, obwohl es keine renalen histopathologischen Veranderungen aufwies.
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Abb. 6.5 mRNA-Expression von (a) Clusterin, (b) Kim-1, (c) Lcn2, (d) Timp-1, (e) Vimentin, (f)
Osteopontin und (g) HO-1 in der Niere mdnnlicher Ratten, denen wiederholt 0, 100 oder 1000 mg/kg KG BI-3
verabreicht wurde. Die Daten sind als Einzelwerte relativ zum Mittelwert der Kontrollgruppe angegeben. Die
Farbe der einzelnen Tiere richtet sich nach dem Grad der Schéddigung des proximalen Tubulus. Die
Mittelwerte der jeweiligen Gruppen sind als Balken gekennzeichnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit
ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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6.3.2.3  Immunlokalisation neuer Markerproteinen auf TMAs

Ubereinstimmend mit den Daten der Genexpression war die Proteinexpression von Kim-1
in der Niere der Tiere 41, 43 und 45 nach 14-tagiger Bl-3 Behandlung stark erhdht, wobei
Kim-1 dabei an der apikalen Seite der proximalen Tubulusepithelzellen detektiert wurde
(Abb. 6.6b). Auch das Tier Nr. 29 zeigte Kim-1-positive Nierentubuli in dieser Region.
Weder in den Tieren Nr. 42 und 44 noch in denen mit 100 mg/kg KG behandelten Tieren
war ein Expressionsunterschied im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen. Ebenso war die
Proteinexpression von Clusterin in den stark erweiterten Nierentubuli der 3
Hochdosistiere, welche nach 14-tdgiger BI-3-Behandlung renale histopathologische
Veranderungen aufwiesen, im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdht (Abb. 6.6.a). Auch
Lipocalin-2 wurde in der cortikalen Nierenregion in je 2 mit 1000 mg/kg KG BI-3
behandelten Tieren nach 3 Tagen (Nr. 29 und 30) und nach 14 Tagen (Nr. 41 und 43)
verstarkt exprimiert (Abb. 6.6c). Tier Nr. 45 hingegen zeigte keine positive Lipocalin-2-
Farbung, Ubereinstimmend mit den Daten der Lcn2-Genexpression dieses Tieres.
Desweiteren konnte auch eine verstarkte Immunreaktivitat gegenliber Vimentin in den 3
Hochdosistieren nach 14-tagiger Behandlung beobachtet werden (Abb. 6.6d). Hingegen
flhrte die 14-tdgige Gabe von BI-3 zu einem Verlust von Timp-1 positiven Zellen (Abb.

6.6e).
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Abb. 6.6 Expression von Clusterin, Kim-1, Lcn2, Vimentin und Timp-1 in der dufSeren Nierenrinde
mdnnlicher Ratten, welchen wiederholt fiir 14 Tage 0, 100 oder 1000 mg/kg KG BI-3 verabreicht wurde.
Wiéihrend BI-3 zu einer gesteigerten Expression von Clusterin, Kim-1, Lcn2 und Vimentin fiihrte, fiihrte die
Behandlung zu einem Verlust Timp-1 positiver proximaler Tubuluszellen.
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6.3.2.4  Detektion potentieller Urinbiomarker mit Singleplex-ELISA

Wie aus Abbildung 6.7 ersichtlich ist, fihrte die wiederholte Gabe von 1000 mg/kg KG zu
einem Anstieg der Konzentration der untersuchten Biomarker im Urin. Sowohl Kim-1 als
auch Clusterin wurden bereits nach 3 Tagen sowie nach 12 Tagen vermehrt im Urin
detektiert. Die Veranderung der Konzentration von Kim-1 und Clusterin scheint somit
sensitiver zu sein, als die Verdnderungen in der Gen- und Proteinexpression, welche erst
nach 12-tagiger Behandlung auftraten. Jedoch ist zu erwdhnen, dass die Urindaten zu den
friheren Zeitpunkten (Tag 1 und 3) nicht direkt mit denen der Histopathologie, Gen- und
Proteinexpression zu vergleichen sind, da diese von unterschiedlichen Tieren stammen.
Eine erhohte Exkretion von Lipocalin-2 und Timp-1 wurde ebenfalls detektiert, allerdings
erst nach 12-tagiger Behandlung mit BI-3, wobei auch diese Ergebnisse aufgrund der
biologischen Varianz nicht signifikant waren. In Tieren, die mit der niedrigen Dosis von
100 mg/kg KG BI-3 behandelt wurden, konnten keine Unterschiede zu den Kontrolltieren

verzeichnet werden.
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Abb. 6.7 Effekte von BI-3 auf die Konzentrationen von BUN und Serumkreatinin sowie Clusterin, Kim-1,

Len2 und Timp-1 im Urin von Ratten, welche fiir 1,3 oder 12/14 Tagen mit 0, 100, 1000 mg/kg KG BI-3
behandelt wurden. Die Farbe der einzelnen Tiere richtet sich nach dem Grad der Schéddigung des proximalen
Tubulus. Die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen sind als Balken gekennzeichnet. Die statistische
Auswertung erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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6.3.2.5  Western Blot-Analyse neuer Biomarker im Nierengewebe

Ubereinstimmend mit den Ergebnisse der 2D-DIGE-Analyse (Gautier, J.C.,
unveroffentlichte Daten) konnte in den Nieren der Ratten, welche nach 14-tagiger
Behandlung mit 1000 mg/kg KG BI-3 schwere histopathologische Schadigungen des
proximalen Tubulusepithels aufwiesen (Nummer 41, und 45), eine deutlich verminderte
Expression der antioxidativen Enzyme AGAT, Catalase und Glutathionperoxidase-1 (Gpx-
1) (Abb. 6.8) mittels Western-Blot detektiert werden. Tier Nummer 43, dessen proximaler
Tubulus ebenfalls geschadigt war, zeigte allerdings keine Veranderung dieser Enzyme im

Vergleich zur Kontrolle.

Kontrolle 100 mg /kg KG 1000 mg/kg KG
I3 32 33 34!l 37 38 39 40! a1 42 43 44 45!

(a) Catalase ~-d0000-..““ e

- ”®

‘.

R ___§ M. PR e =0 o3

(b) AGAT
(c) Gpx-1 o 4 » 5

Abb. 6.8 Western-Blot-Analyse von (a) Catalase, (b) AGAT und (c) Gpx-1 in Nieren von mdénnlichen
Ratten, denen fiir 14 Tage 0, 100 oder 1000 mg/kg KG BI-3 verabreicht wurde. In den Nieren der Tiere 41
und 45 kam es infolge der Behandlung zu einer verminderten Expression der Proteine.

6.3.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse nach Behandlung mit BI-3

Die Ergebnisse der Gen- und Proteinexpression der Markergene korrelieren gut mit den
renalen histopathologischen Veranderungen. Im Gegensatz dazu wurde schon nach 3-
tagiger Gabe von 1000 mg/kg KG BI-3 eine erhdhte Ausscheidung von Clusterin und Kim-1
im Urin detektiert. Folglich scheinen der Anstieg von Kim-1 und Clusterin im Urin somit
sensitiver zu sein, als die Verdanderung in der Gen- und Proteinexpression, welche erst
nach 14-tagiger Behandlung auftrat. Jedoch ist zu sagen, dass die Daten zu den friihen
Zeitpunkten (Tag 1 und 3) der Urinanalyse nicht direkt mit denen der Histopathologie,
Gen- und Proteinexpression zu vergleichen sind, da diese von unterschiedlichen Tieren

stammen.

6.3.3 Gentamicin

Als nierentoxische Referenzsubstanz wurde auch im Rahmen des InnoMed-PredTox-

Projektes das Aminoglykosidantibiotikum Gentamicin (Vgl. Kapitel 6) verwendet. Den
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Tieren wurde als niedrige Dosis 25 mg/kg KG und als Hochdosis 75 mg/kg KG Gentamicin
subkutan fur 1, 3 oder 14 Tage injiziert. Die Behandlung fiihrte nach 14 Tagen in den
Nieren der Hochdosistiere zu einer verdanderten Proteinexpression von Plasma-Retinol-
bindendem Protein 4 (PRBP 4), Glycinamidinotransferase (AGAT), Catalase,
Glutathionperoxidase-1 (Gpx-1), Peroxiredoxin-1, Moezin und Phosphoenolpyruvat-

Carboxykinase-1 (PEPCK-1) (Gautier, J.C, unveroffentlichte Daten).

6.3.3.1 Klinische Chemie und Histopathologie

Die kontinuierliche Gabe von Gentamicin fiihrte zu minimaler bis leichter tubularer
Degeneration/Nekrose begleitet von leichter bis moderater tubuldrer Regeneration in der
Niere aller Hochdosistiere nach 14 Tagen. Zusatzlich traten mononukledre Zellinfiltrate in
den Nieren dieser Tiere auf. Dieser Befund wurde auch in abgeschwachter Form in 2
Tieren (36 und 37) beobachtet, welche fiir 14 Tage mit der niedrigen Dosis Gentamicin
behandelt wurden. Eine verminderte Gewichtszunahme wurde in der 75 mg/kg KG
Gruppe nach 14 Tagen Behandlung beobachtet. In Tabelle 6.4 sind die wichtigsten
klinisch-chemischen Parameter zusammengefasst. Aus der 14-tagigen Behandlung mit
Gentamicin folgte in der Hochdosisgruppe (75 mg/kg KG) eine minimale Erhohung des
Kreatinins und Harnstoffs im Serum. Auch der Proteingehalt im Urin war in dieser Gruppe
leicht erhdht. Weitere biologisch relevante Veranderungen in Parametern der klinischen

Chemie traten unter Gentamicingabe nicht auf.
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Tabelle 6.4 Klinisch-chemische Parameter nach Behandlung mdnnlicher Wistar-Ratten mit 0, 25 und 75
mg/kg KG Gentamicin. Die Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte
mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Ta Gentamicin
& 0 mg/kg KG 25 mg/kg KG 75 mg/kg KG
Urin
Kreatinin 1 2,4 +0,2 2,6 +0,3 2,3+0,1
[mg/16h] 3 2,7 +0,3 2,7 +0,3 2,6 +0,3
12 3,9 +0,7 3,8+0,6 3,8+0,3
Protein 1 1,0£0,1 0,9 £0,2 1,1 +£0,3
[mg/mg Kreatinin] 3 1,0 £0,2 1,0 £0,3 1,3+0,3
12 1,4 £0,3 2,3+0,7 2,7 £0,6 *
Serum
Kreatinin 1 0,17 £ 0,02 0,16 0,02 0,16 0,02
[mg/dl] 3 0,19 £ 0,01 0,19 £ 0,04 0,21 £ 0,02
14 0,21 +0,03 0,22 +0,03 0,26 +0,02 *
Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN) 1 41 +4 395 43 6
[mg/dl] 3 47 +7 46 +7 48 +7
14 386 41 +5 48 + 4 *
v-Glutamyltransferase (GGT) 1 < Detektionslimit
[u/n 3 < Detektionslimit
14 < Detektionslimit
Gesamt-Protein 1 54 +2 54 +2 54 %
[g/1] 3 56 +2 56 +1 570
14 54 +1 55 +2 55 +3
Aspartat-Aminotransferase (AST) 1 94 +18 93 +7 102 £12
[u/n 3 94 +10 91 +11 87 +15
14 89 +16 88+19 97 +17
Alkalische Phosphatase (ALP) 1 577 £129 536 £105 592 + 156
[u/n 3 712 +179 666 + 241 561 + 169
14 510 +120 455 + 94 398 + 131
Alanin-Aminotransferase (ALT) 1 25 +4 24 5 23 +1
[u/n 3 24 + 4 21 2 22 x4
14 26 +5 24 £ 2 31 +10
Bilirubin 1 0,08 + 0,02 0,08 * 0,02 0,08 + 0,01
[mg/dl] 3 0,08 £ 0,01 0,07 £ 0,01 0,09 + 0,01
14 0,06 + 0,02 0,08 * 0,02 0,09 +0,01 *
Glucose 1 123 %9 119 + 14 122 +£13
[mg/dl] 3 138 + 22 126 +16 132 +12
14 123 £ 25 117 £12 130 £11
Blut
Neutrophile 1 0,20 * 0,05 0,25 * 0,06 0,18 * 0,06
[109/|] 3 0,26 + 0,08 0,20 £ 0,08 0,24 + 0,03

14 0,46 + 0,40 0,30 + 0,11 0,32 + 0,08
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6.3.3.2  Genexpressionsanalyse potentieller Biomarker im Nierengewebe

Die Behandlung mit Gentamicin induzierte eine gesteigerte mRNA-Expression von
Hamoxygenase-1, Lipocalin-2 und Osteopontin in den Nieren der Hochdosisgruppe nach
14 Tagen, sowie einem Anstieg von Kim-1, dessen Expression schon in der 25 mg/kg KG
Gruppe erhoht war (Abb. 6.9). Verglichen mit den Veranderungen der Genexpression
nach Behandlung mit BI-3 waren die Effekte jedoch weniger stark ausgepragt. In der
Expression von Timp-1, Vimentin und Clusterin war im Vergleich zur Kontrolle kein
Unterschied zu verzeichnen. Ferner war ein geringer Anstieg der Expression von Kim-1,
Osteopontin, Lipocalin-2, Clusterin und Timp-1 im Niedrigdosistier Nr. 36 zu sehen,
korrelierend mit der minimalen histopathologischen Veranderung in der Niere dieses

Tieres.
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Abb. 6.9 Effekte von Gentamicin auf die Genexpression von (a) Clusterin, (b) Kim-1, (c) Lcn2, (d) Timp-
1, (e) Vimentin, (f) OPN und (g) HO-1 in Nieren von Ratten nach Gabe von 0, 25 oder 75 mg/kg KG
Gentamicin fiir 1, 3 oder 14 Tage. Die Daten sind als Einzelwerte relativ zum Mittelwert der Kontrollgruppe
angegeben. Die Farbe der einzelnen Tiere richtet sich nach dem Grad der Schidigung des proximalen
Tubulus. Die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen sind als Balken gekennzeichnet. Die statistische
Auswertung erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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6.3.3.3  Immunlokalisation neuer Markerproteine auf TMAs

Wie in Abbildung 6.10b und 6.10d ersichtlich ist, fiihrte die Behandlung mit 75 mg/kg KG
Gentamicin nach 14 Tagen zu einer gesteigerten Expression von Kim-1 und Vimentin in
proximalen Tubuluszellen der duBereren Nierencortex. Zusatzlich trat eine Induktion von
Kim-1 schon nach Behandlung mit der niedrigen Dosis Gentamicin auf. Weiterhin fiihrte
die Gabe von Gentamicin Uber 14 Tage in einigen proximalen Tubuli der duReren
Nierenrinde zu einer leichten Expressionserhohung von Lipocalin-2 (Abb. 6.10c). Eine
starke Expression von Timp-1 wurde sowohl in den Nieren der Kontrolltiere, als auch in
denen der behandelten Tiere detektiert (Abb. 6.10e). Dabei war es in den Nieren der
Kontrolltieren gleichmaRig in kleinen Vesikeln verteilt. Hingegen war es in den
Hochdosistieren in groRBeren Vesikeln in den durch Gentamicingabe betroffenen Tubuli
lokalisiert. Jedoch konnte kein Unterschied im Proteinlevel von Timp-1 zwischen den
Gruppen verzeichnet werden. Im Einklang mit der Genexpression konnte auch auf
Proteinebene keine gesteigerte Expression von Clusterin in den Nieren nach 14-tagiger

Gabe von Gentamicin detektiert werden (Abb. 6.10a).
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Abb. 6.10 Expression von Clusterin, Kim-1, Lcn2, Vimentin und Timp-1 in den Nieren mdnnlicher Ratten
nach 14-tdgiger Behandlung mit 0, 25 oder 75 mg/kg KG Gentamicin. Die Hochdosis von Gentamicin fiihrte
zur gesteigerten Proteinexpression von Kim-1, Lcn2 und Vimentin in den proximalen Tubuluszellen in der
duferen Nierenrinde.
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6.3.3.4  Detektion potentieller Urinbiomarker mit Singleplex-ELISA

Effekte von Gentamicin auf die Ausscheidung potentieller Marker mit dem Urin sind in
Abb. 6.11 dargestellt. Eine leichte Erhéhung der Konzentration von Kim-1 im Vergleich zur
Kontrolle wurde schon nach 3-tdgiger Gabe von 75 mg/kg KG festgestellt. Diese nahm
nach 12 Tagen weiter zu. Auch einzelne Tiere der Niedrigdosisgruppe gaben Kim-1 nach
12 Tagen vermehrt in den Urin ab. Trotz der fehlenden Veranderungen in der Gen- und
Proteinexpression erhdhte sich auch die Ausscheidung von Clusterin signifikant nach
Behandlung mit 75 mg/kg KG Uber 3 und 12 Tage. Wie auch nach Behandlung mit BI-3
konnte eine erhohte Ausscheidung von Kim-1 und Clusterin bereits nach 3 Tagen
detektiert werden, obwohl zu diesem Zeitpunkt noch kein histopathologischer Schaden zu
erkennen war. Nach 12-tagiger Gentamicingabe erhéhte sich weiterhin die Lipocalin-2-
Exkretion, hingegen blieb die Konzentration von Timp-1 unverandert, welches der

Protein- und Genexpression im Nierengewebe dieser Ratten entspricht.
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Abb. 6.11  BUN und Serumkreatinin sowie Ausscheidung von Clusterin, Kim-1, Lcn2 und Timp-1 iiber den

Urin nach Behandlung mdnnlicher Ratten, die mit 0, 25 oder 75 mg/kg KG Gentamicin (iber 1,3 oder 12/14
Tage behandelt wurden. Die Farbe der einzelnen Tiere richtet sich nach dem Grad der Schddigung des
proximalen Tubulus. Die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen sind als Balken gekennzeichnet. Die statistische

Auswertung erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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6.3.3.5  Western-Blot-Analyse neuer Biomarker im Nierengewebe

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der 2D-DIGE (Gautier, J.C., unverdffentlichte
Daten) konnten die Proteine PRBP-4, Moesin, PEPCK-1, AGAT, Catalase, Gpx-1 und Pxr-1
auch mit Hilfe der Western-Blot-Analyse als stark dereguliert identifiziert werden. Die 14-
tagige Gabe von Gentamicin flihrte zu einer signifikant verstarkten Proteinexpression von
PRBP-4 und Moezin in der Niere, die sogar schon nach Behandlung mit 25 mg/kg KG
auftrat. Im Gegensatz dazu zeigte sich in den Nieren der Ratten (teilweise sogar nach
Behandlung mit der niedrigen Dosis von 25 mg/kg KG) eine verminderte Expression von
AGAT, Catalase, Peroxiredoxin-1, Glutathionperoxidase-1 und PEPCK-1 durch
Gentamicingabe (Abb. 6.12).

Kontrolle 25 mg /kg KG 75 mg /kg KG
f31 30 33 34l fss 37 38 39! Tar 42 43 a4 45!
(a) PRBP-4 o on e sww @R wws
(b) Moesin — - e — - . e e — en e w e

(c) PEPCK-1 e Gem ows  one 0 SN CHE 68 @5 0 Tom e OSen  wne gee
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Abb. 6.12  Western Blot-Analyse von (a) PRBP-4, (b) Moesin, (c) PEPCK-1, (d) AGAT, (e) Catalase, (f) Gpx-1
und (g) Pxr-1 in Nieren mdnnlicher Ratten, welche fiir 14 Tage mit 0, 25 oder 75 mg/kg KG Gentamicin
behandelt wurden relativ.

Tabelle 6.5 zeigt die quantitative Auswertung mittels Densitometrie sowie die
Expressionsanderung in der Hochdosisgruppe, welche mittels 2D-DIGE gemessen wurde.
Dabei ist der Mittelwert der Intensitdt der Proteinbanden der behandelten Tiere als

Vielfaches zum Mittelwert der Kontrollgruppe angegeben.
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Tabelle 6.5 Expression potentieller Proteinmarker in der Niere von Ratten nach 14-tédgiger Behandlung mit
25 oder 75 mg/kg KG Gentamicin. Die Werte sind als Mittelwerte + SD relativ zur Kontrolle angegeben.
Zusdtzlich sind die durch 2D-DIGE ermittelten Expressionsdnderungen angegeben (Gautier, J.C., unverdffent.
Daten). Die statistische Auswertung erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01;
*%%p < 0,001).

Gentamicin [mg/kg KG]

Protein 0 mg/kg 25 mg/kg 75 mg/kg 75 mg/kg KG
Western Blot 2D-DIGE
(a) PRBP-4: 1,00 £ 0,08 2,08+0,48 9,11 + 2,36 *** 5,45
(b) Moezin: 1,00 + 0,23 1,41+ 0,24 1,79 £ 0,36 ** 1,51
(c) PEPCK-1: 1,00 £ 0,10 0,99 + 0,06 0,75+ 0,11 ** 0,34
(d) AGAT: 1,00 £ 0,13 0,65+ 0,03 *** 0,56 + 0,04 *** 0,19
(e) Catalase: 1,00 + 0,09 0,69 0,14 ** 0,43 £ 0,07 *** 0,49
(f) Gpx-1: 1,00 £ 0,14 0,26 £ 0,13 *** 0,14 + 0,10 *** 0,70
(g) Pxr-1: 1,00 £ 0,10 0,98+ 0,19 0,78+ 0,15 0,27

6.3.3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse nach Behandlung mit Gentamicin

Die Ergebnisse der Gen- und Proteinexpression der Markergene korrelieren gut mit den
renalen histopathologischen Verdanderungen, ebenso wie die erhéhte Konzentration von
Lipocalin-2 im Urin. Eine verdanderte Expression von Clustern konnte auf Transkriptions-
und Proteinebene im Nierengewebe nicht beobachtet werden. Im Gegensatz dazu trat
aber auch in dieser Studie bereits nach 3-tagiger Behandlung mit 75 mg/kg KG Gentamicin
eine erhohte Abgabe von Clusterin und Kim-1 in den Urin auf. Ebenfalls scheint auch hier
die gesteigerte Ausscheidung von Kim-1 und Clusterin im Urin sensitiver als
Verdnderungen in der Gen- und Proteinexpression zu sein, welche erst nach 12-tagiger
Behandlung auftraten. Jedoch ist auch in diesem Fall zu erwdhnen, dass die Daten zu den
frihen Zeitpunkten (Tag 1 und 3) der Urinanalyse nicht direkt mit denen der
Histopathologie, Gen- und Proteinexpression zu vergleichen sind, da diese, wie schon

erwahnt, von unterschiedlichen Tieren stammen.

6.3.4 IMM125

Die Substanz IMM125 ist ein O-Hydroxyethylderivat von D-Serin-8-Cyclosporin mit einer
molekularen Masse von 1262,7 g/mol, das als orales Immunsuppressiva zur Therapie von
Autoimmun-Erkrankungen und Behandlung transplantierter Patienten entwickelt wurde
(Abb. 6.13). Die pharmakologische Wirkung von IMM125 wurde in verschiedenen In-vitro-

Tests bestimmt und entsprach der von Cyclosporin A, jedoch ohne zytotoxische und
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zytostatische Effekte (Potier et al., 1998). Jedoch wies die Substanz wie Cyclosporin A
nephrotoxische und zusatzlich hepatotoxische Eigenschaften auf. Mit Hilfe der 2D-DIGE
wurde auch eine veranderte Expression von AGAT und Peroxiredoxin-1 infolge IMM125-

Gabe identifiziert (Gautier, J.C, unveréffent. Daten).
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Abb. 6.13  Srukturformel des Cyclosporin-A-Derivats IMM125
6.3.4.1 Klinische Chemie und Histopathologie

Die 2-wdchige Behandlung mannlicher Wistar-Ratten mit IMM125 fihrte zu Leber- und
Nierentoxizidt. In der Niere wurde in beiden Dosisgruppen bereits ab Tag 3 eine leichte
Hypertrophie der Tubuli beobachtet. Weiterhin fiihrte die Behandlung zu Basophilie der
renalen proximalen Tubuli in 4 Tieren der Hochdosisgruppe nach 14 Tagen und einer
gesteigerten Inzidenz an interstitiellen mononukledren Zellinfiltraten. In allen
unbehandelten und behandelten Tieren wurde nach einem Tag eine erhohte
Glykogenablagerung in der Leber notiert, welche aber an den darauffolgenden Tagen
nicht mehr zu sehen war. Daruber hinaus wurde ein erhdhtes Auftreten mit teilweise
zunehmendem Schweregrad von Vakuolisierung der Hepatozyten beoachtet. Damit
verbunden war eine dosisabhdngige Abnahme der Gesamtproteinmenge im Serum und
der Aktivitditen der Leberenzyme Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-
Aminotransferase (ALT), Alkalische Phosphatase (ALP), Kreatininkinase (CK) und
Lactatdehydrogenase (LDH) (Tab. 6.6). Uber die ganze 2-wdchige Behandlungsdauer
hinweg waren die peripheren Blutmonocyten und die Bilirubinlevel in beiden

Behandlungsgruppen im Vergleich zur Kontrolle erhoht (Tab. 6.6).
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Tabelle 6.6 Klinisch-chemische Parameter nach Behandlung ménnlicher Wistar-Ratten mit 0, 30 und 100
mg/kg KG IMM125. Die Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte
mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Ta IMM125
& 0 mg/kg KG 30 mg/kg KG 100 mg/kg KG
Urin
Kreatinin 1 43+1,1 4,7 +0,7 5,3+0,7
[mg/16h] 3 48+14 5,5 +0,8 6,0+1,1
12 6,1 +1,0 6,9 £1,2 7,0 £0,6
Protein 1 0,1+0,1 0,5+0,4 0,6 £0,5
[mg/mg Kreatinin] 3 0,3+0,2 0,3+0,3 04 +0,7
12 0,4 £0,2 0,3+0,1 0,5+0,2
Serum
Kreatinin 1 0,28 + 0,05 0,29 0,07 0,22 0,02
[mg/dl] 3 0,25 0,04 0,27 £ 0,05 0,30 + 0,08
14 0,32 £ 0,02 0,32 + 0,04 0,35 + 0,04
Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN) 1 13 +3 13 +4 13 +3
[mg/dl] 3 14 +2 14 +3 15 +4
14 15+1 17 +3 17 +3
y-Glutamylktransferase (GGT) 1 1,86 +1,90 1,02 £1,42 1,54 £2,21
[u/n 3 1,60 * 3,58 2,54 * 3,69 2,20 + 3,73
14 0,00 * 0,00 0,00 * 0,00 0,00 * 0,00
Gesamt-Protein 1 61+1 58 +2 * 56 +2 *k
[g/1] 3 64 2 59 +3 * 52 +3 *xx
14 64 +2 58+2 *xk 53+1 *xx
Aspartat-Aminotransferase (AST) 1 132 +10 107 £13 * 80 +17 *xk
[u/n 3 108 + 15 90 +10 69 * 26 *
14 138 + 22 95 +7 ** 72 +9 *xk
Alkalische Phosphatase (ALP) 1 213 +49,3 228 +61,8 191 + 26
[u/n 3 245 + 69,13 155 +27,13 * 123 +12 **
14 176 + 20,51 116 +£24,88 ** 95 +24 *xx
Alanin-Aminotransferase (ALT) 1 57 +9 49 t 6 33 +12 **
[u/n 3 54 +11 22 +9 *x¥ 22 +6 *x¥
14 52+7 46 +8 34 +8 **
Bilirubin 1 0,07 + 0,02 0,09 * 0,02 0,17 + 0,05 **
[mg/dl] 3 0,09 + 0,03 0,14 + 0,03 0,45 + 0,10  ***
14 0,10 + 0,03 0,17 +0,02 * 0,28 + 0,07  ***
Glucose 1 95 +16 114 +12 120 + 23
[mg/dl] 3 74 4 84 +9 101 +14 **
14 80 +14 92 +15 111 +8 **
Blut
Neutrophile 1 1,00 * 0,14 1,04 * 0,20 1,04 * 0,39
[109/|] 3 0,91 +0,15 0,73 £ 0,09 1,14 £ 0,24

14 0,99 +0,31 0,95 + 0,30 1,29 + 0,50
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6.3.4.2  Genexpressionsanalyse potentieller Biomarker im Nierengewebe

In Abbildung 6.13 ist die Anderung der mRNA-Expression der potentiellen Markergene
Kim-1, Clusterin, Lipocalin-2, Timp-1, Osteopontin, Vimentin, Timp-1 und Hamoxygenase
in der Niere von IMM125-behandelten Ratten zu den verschiedenen Zeitpunkten
dargestellt. Dabei ist zu sehen, dass die Expression von Kim-1, Timp-1, HO-1 und
Lipocalin-2 schon nach der ersten Verabreichung der Hochdosis des Cyclosporinderivats
im Vergleich zu den Kontrolltieren erh6ht war. Selbst nach Behandlung mit der niedrigen
Dosis von 30 mg/kg KG konnte schon eine gesteigerte Expression der Gene beobachtet
werden, die aber aufgrund der grofRen Schwankungen zwischen den Tieren zu keinem
signifikanten Ergebnis fiihrten. Im Gegensatz fuhrte die Gabe von IMM125 erst nach 14
Tagen zu einer Induktion der mRNA-Expression von Clusterin, Osteopontin und Vimentin.
Die ausgepragtesten Effekte zeigten sich v. a. in den Tieren der Hochdosisgruppe, welche
nach 14-tagiger IMM125-Verabreichung einen moderaten proximalen Tubulusschaden

aufwiesen.
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Abb. 6.14 mRNA-Expression von (a) Clusterin, (b) Kim-1, (c) Lcn2, (d) Timp-1, (e) Vimentin, (f) OPN und
(g) HO-1 nach Verabreichung von 0, 30 oder 100 mg/kg KG IMM125 fiir 1, 3 oder 14 Tage. Die Daten sind als
Einzelwerte relativ zum Mittelwert der Kontrollgruppe angegeben. Die Farbe der einzelnen Tiere richtet sich
nach dem Grad der Schédigung des proximalen Tubulus. Die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen sind als
Balken gekennzeichnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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6.3.4.3 Immunlokalisation neuer Markerproteine auf TMAs

Die immunhistochemische Analyse der Proteinexpression von Kim-1, Clusterin, Lipocalin-
2, Timp-1 und Vimentin in den Nieren ergab sowohl in den Kontrollen als auch in denen
mit IMM125 behandelten Tieren keine positive Farbung. Die Nierengewebe der Ratten

waren wahrscheinlich tberfixiert und somit unbrauchbar fiir den Nachweis der Proteine.

6.3.4.4 Detektion potentiellen Urinbiomarker mit Singleplex-ELISA

Die quantitative Urinanalyse zeigte eine erhdhte Konzentration von Kim-1, Clusterin und
Lipocalin-2 nach 12-tagiger Verabreichung von 100 mg/kg KG des Cyclosporinderivats
IMM125 in den Tieren, welche starke histopathologische Veranderungen aufwiesen (Abb.
6.14). Weiterhin scheint es so, als wére die Konzentration von Kim-1 im Urin bereits nach
3-tagiger Gabe von 30 mg/kg KG IMM125 erhoht. Dieses war aber statistisch nicht
auswertbar, da zu diesem Zeitpunkt nur von einem Kontrolltier Urin zur Verfligung stand.
Jedoch liegt die Konzentration von Kim-1 bei diesem Kontrolltier in einem Bereich, in dem
auch die Konzentrationen der Kontrolltiere nach 1 und 14 Tagen liegen. Weiterhin
korreliert die erhéhte Ausscheidung von Kim-1 nach 3 Tagen mit der gesteigerten mRNA-

Expression von Kim-1 in der Niere nach Behandlung mit IMM125.
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Abb. 6.15 Analyse von BUN, Kreatinin im Serum sowie die Verdnderung der Ausscheidung von Clusterin,
Kim-1, Lcn2 und Timp-1 in den Urin ménnlicher Ratten nach Gabe von 0, 30 oder 100 mg/kg KG IMM125 fiir
1, 3 oder 12/14 Tage. Die Farbe der einzelnen Tiere richtet sich nach dem Grad der Schddigung des
proximalen Tubulus. Die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen sind als Balken gekennzeichnet. Die statistische
Auswertung erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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6.3.4.5 Western-Blot-Analyse neuer Biomarker im Nierengewebe

Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse bestatigten die Ergebnisse der 2D-DIGE
(Gautier, J.C, unveroffent. Daten). Neben der verminderten Expression nach 14-tagiger
Behandlung mit 100 mg/kg KG IMM125 konnte dieser Effekt auch schon in Nieren der
Niedrigdosisgruppe beobachtet werden. Die Proteinexpression von Peroxiredoxin-1
verdanderte sich zwar ebenfalls, jedoch wurde das Protein nicht wie beschrieben herunter-
sondern durch die Gabe von IMM125 hochreguliert.

Tabelle 6.7 Expression potentieller Marker in der Niere von Ratten, die fiir 14 Tagen mit 0, 30 oder 100
mg/kg KG IMM125 behandelt wurden. Die Werte sind als Mittelwerte + SD relativ zur Kontrolle angegeben.

Zusdtzlich sind die durch 2D-DIGE ermittelten Expressionsénderungen angegeben. Die statistische
Auswertung erfolgte mit ANOVA + Dunnett’s Post Hoc-Test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

IMM125 [mg/kg KG]

Protei
rotein 0 mg/kg 30 mg/kg 100 mg/kg 100 mg/kg KG
Western Blot 2D-DIGE
(a) AGAT 1,00 £+ 0,18 0,66 + 0,05 * 0,51+ 0,24 ** 0,50
(b) Pxr-1 1,00+ 1,1 1,3+ 1,3 1,7+ 0,9 0,19
Kontrolle 30 mg/kg KG 100 mg /kg KG

31 32 33 34 36 37 38 39 41 42 43 44 45

(a) AGAT k. B T E OFE

(b) Pxr-1 T G s i — — - o

Abb. 6.16  Western-Blot-Analyse von (a) AGAT und (b) Pxr-1 in Nieren ménnlicher Ratten, welche fiir 14
Tage mit 0, 30 oder 100 mg/kg KG IMM125 behandelt wurden.

6.3.4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse nach Behandlung mit IMM125

Die gesteigerte Genexpression der verschiedenen renalen Biomarker scheint in dieser
Studie am sensitivsten zu sein, da die erhohte Expression zum Teil schon nach der ersten
Behandlung beobachtet werden konnte (z.B. Kim-1). Weiterhin fiihrte die Behandlung mit
IMM125 schon nach 3 Tagen zu einer erhéhten Ausscheidung von Kim-1 in den Urin.
Leider war es aufgrund der schlechten Qualitat der Nierenschnitte nicht moglich, die

Ergebnisse der Genexpression immunhistochemisch auf Proteinebene zu bestatigen.
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6.3.5 Receiver Operating Characteristic-Analyse

Die ROC-Analysen wurden durchgefiihrt, um die Empfindlichkeit der neuen potentiellen

Biomarkern mit denen der traditionellen klinisch-chemischen Parameter zu vergleichen.

6.3.5.1 Markergene

Die AUC von Kim-1, Clusterin, Lipocalin-2, Osteopontin und HO-1 lag jeweils iber 0,90.
Somit eignen sich diese Marker sehr gut als sensitive Marker fiir die Nephrotoxizitdt und
scheinen sensitiver als die traditionellen Marker BUN und Serumkreatinin zu sein. Im
Gegensatz dazu eignen sich Timp-1 und Vimentin weniger gut als Genexpressionsmarker

zur ldentifizierung von Nephrotoxizitdt, jedoch ist ist ihre Sensitivitat hoher als die der

herkdmmlichen Parameter BUN und Serumkreatinin sind (Tab. 6.8)

Tabelle 6.8 ROC-Analyse der potentiellen Genexpressionsmarker fiir Nephrotoxizitiit

Nierenbiomarker AUC 95 % Konfidenzintervall p-value
BUN 0,65 0,46-0,83 0,0927
Serumkreatinin 0,54 0,39-0,68 0,6920
Kim-1 0,99 0,98-1,00 <0,0001
Clusterin 0,96 0,93-0,99 <0,0001
Lipocalin-2 0,94 0,88-1,00 <0,0001
Timp-1 0,87 0,75-0,99 < 0,0001
Osteopontin 0,99 0,97-1,00 <0,0001
Hamoxygenase-1 0,92 0,88-0,97 <0,0001
Vimentin 0,79 0,63-0,94 0,0024

6.3.5.2  Markerproteine im Urin

Weiterhin offenbart die ROC-Analyse die Ausscheidung von Kim-1 (AUC = 0,99) und
Clusterin (AUC = 0,93) als sehr sensitive und spezifische Marker fiir Nierentoxizitat.
Obwohl die AUC von Lipocalin-2 (0,77) und Timp-1 (0,79) wesentlich geringer sind und

somit weniger sensitiv, sind sie besser zur Erkennung von Nierenschdden geeignet als die

traditionellen Marker BUN und Serumkreatinin (Tab. 6.9).
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Tabelle 6.9 ROC-Analyse der potentiellen Urinbiomarker im Vergleich zu klinisch-chemischen Parametern
fiir Nephrotoxizitdt

Nierenbiomarker AUC 95 % Konfidenzintervall p-value
BUN 0,65 0,46-0,83 0,0927
Serumkreatinin 0,54 0,39-0,68 0,6920
Kim-1 0,99 0,97-1,01 < 0,0001
Clusterin 0,93 0,81-1,05 < 0,0001
Lipocalin-2 0,77 0,60-0,94 0,0044
Timp-1 0,79 0,65-0,92 0,0027
6.4 Diskussion

Die in Kapitel 4 und 5 beschriebenen potentiellen Biomarker wurden weiterhin im
Zielorgan Niere und im Urin der Proben der PredTox-Studie untersucht. In diese Studie
flossen Substanzen ein, welche in ihrer Entwicklung aufgrund von nieren- oder
lebertoxischer Eigenschaften gestoppt wurden sowie jeweils eine Referenzsubstanz fir
Nieren- (Gentamicin) bzw. Lebertoxizitat (Troglitazon). Mannlichen Wistar-Ratten wurde
far 1, 3 oder 14 Tage eine niedrige bzw. hohe Dosis der jeweiligen Substanz verabreicht.
Die Gabe von 4 der 16 verwendeten PredTox-Substanzen fiihrte zu histopathologischen
Veranderungen in der Niere in Form von proximalen Tubulusschaden (Degeneration,
Nekrose, Regeneration), erhohten interstitiellen mononukledren Zellinfiltraten und
hyalinen Ablagerungen. Obwohl minimale Veranderungen teilweise schon am Tag 1 und 3
sowie in den Niedrigdosisgruppen beobachtet wurden, zeigten sich Ldsionen im
proximalen Tubulus erst nach 14-tagiger Hochdosisbehandlung mit BI-3, Gentamicin und
IMM125. Die Behandlung mit der Substanz BI-2 resultierte in einer Akkumulation von
hyalinen Ablagerungen, fihrte jedoch nicht zur Schadigung des proximalen Tubulus. Die
ROC-Kurven-Analyse zeigte, dass die Empfindlichkeit der traditionellen Nierenmarker BUN
und Serumkreatinin fir die Erkennung von proximalen Tubulusschdaden sehr gering ist.
Auch in dieser Studie konnte generell eine gute Ubereinstimmung der Gen- und
Proteinexpression der potentiellen Nephrotoxizitatsmarker mit den histopathologischen
Verdanderungen in der Niere beobachtet werden. Meist traten Aberrationen der
Expression der Marker sogar noch vor Veranderungen in klinisch-chemischen Parametern

auf.



| 117 INNOMED-PREDTOX

Eine gesteigerte Expression sowie Exkretion von Kim-1 war auch in dieser Studie einer der
friihesten Effekte nach Behandlung mit Substanzen, welche eine Schadigung des
proximalen Tubuli bewirkten. Wie auch schon in der in Kapitel 5 beschriebenen
Gentamicinstudie gezeigt, konnte eine erhdhte Ausscheidung von Kim-1 (AUC = 0,99) als
sensitiver, nicht-invasiver Biomarker fir proximale Nierenschadigung bestatigt werden.
Wie erwartet zeigte sich nach wiederholter Gabe der 3 Substanzen, welche Schaden im
proximalen Tubulus verursachten (BI-3, Gentamicin und IMM125) ein deutlicher Anstieg
der mRNA-Expression von Lipocalin-2. Ebenfalls konnte das Protein vermehrt im
Nierengewebe der behandelten Tiere nachgewiesen werden. Interessanterweise wurde
auch nach Gabe der Substanz BI-2, die keine Schaden am proximalen Tubulus induziert,
ein Anstieg von Lipocalin-2 im Gewebe und Urin beobachtet. Eine erhdhte
Proteinkonzentration im Gewebe und Urin scheint somit nicht zwingend mit einem
Nierenschaden assoziiert zu sein. In dieser Hinsicht ist bedeutsam, dass die Behandlung
mit Bl-2 zu einem Anstieg der Neutrophilenzahl flhrte.

Lipocalin-2 ist ein Akute-Phase-Protein, das neben einer Vielzahl von Epithelzellen aber
auch von Neutrophilen gebildet und infolge von zellularem Stress und bei Entziindungen
schnell Giber die Aktivierung von NFkB freigesetzt wird (Bu, et al., 2006; Cowland, et al.,
2006). Aufgrund des geringen Molekulargewichtes wird Lipocalin-2 glomerular frei filtriert
und von den Epithelzellen des proximalen Tubulus wieder resorbiert. Daher ist
anzunehmen, dass die gesteigerte Konzentration von Lipocalin-2 im Gewebe und Urin
infolge der Behandlung mit BI-2 vielmehr im Zusammenhang mit der Erhoéhung der
Neutrophilenzahl im Blut steht, als dass sie als friihes Zeichen fiir Schadigung des
Tubulusepithels zu werten ist. Fiir die fehlende Spezifitat fliir Nephrotoxizitat sprechen
auch Ergebnisse anderer tierexperimenteller Studien, in denen Ratten mit verschiedenen
Lebertoxinen behandelt wurden. Obwohl keine histopathologischen Verdanderungen in
der Niere nachgewiesen wurden, konnte eine erhéhte Konzentration von Lipocalin-2 im
Urin detektiert werden (Adler et al., 2010; Smyth et al., 2008). Ebenso zeigte sich eine
erhohte immunhistochemische Farbung in den Nieren, jedoch keine verdnderte
Expression der mRNA. Obgleich Lcn2 im Urin in der Literatur als spezifischer
Nierenmarker bezeichnet wird (Ding, et al., 2007; Mishra, et al., 2005; Mishra, et al.,
2004; Wagener, et al., 2008), scheint eine gesteigerte Genexpression von Lcn2 in der

Niere (AUC = 0,94) spezifischer fiir eine Nierenerkrankung zu sein als eine vermehrte
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Proteinexkretion in den Urin (AUC = 0,77). Jedoch eignet sich die erhdhte Lcn2-
Ausscheidung aufgrund der sehr friihen Antwort auf Entziindungen und Gewebeschaden
als sehr sensitiver Marker und kénnte eine sinnvolle Erganzung der derzeitigen Batterie
an Markern darstellen.

Im Unterschied zur Gentamicin-Studie zeichnete sich Clusterin sowohl auf mRNA-Ebene
als auch im Urin als sensitiver Marker fir tubuldre Schadigung aus. Die erhdhten
Expressionsdaten spiegeln die histopathologische Veranderung im Zielorgan Niere sehr
gut wider. Darliber hinaus wurde die sezernierte Form des Proteins schon zu Zeitpunkten
bzw. nach niedrigen Dosen vermehrt in den Urin abgegeben, bei denen noch keine
histopathologischen Veranderungen in den Nieren auftraten. Die durch die ROC-Kurve
errechnete AUC von 0,93 bekraftigt friihere Studien, in denen Clusterin als sensitiver
Marker fur akute Nierenschadigung beschrieben wird und besser geeignet ist als
traditionelle klinische Parameter (Eti, et al., 1993).

Timp-1 hingegen wurde auch in dieser Studie als nicht sensitiv bewertet. Zwar zeigte sich
teilweise eine erhdhte Expression von Timp-1 auf Transkriptionsebene, jedoch konnte die
in frilheren Studien beschriebene erhohte Exkretion nach Nierenschadigung nicht
beobachtet werden (Sanders, et al., 2007; Wasilewska und Zoch-Zwierz, 2008). Auch auf
Proteinebene fiihrte die Behandlung mit Tubulus-schadigenden Substanzen eher zu
einem Verlust von Timp-1-positiven Zellen.

Die Genexpression von Osteopontin korrelierte ebenfalls gut mit den histopathologischen
Lasionen in den Studien, in denen Schadigungen der proximalen Tubuli beobachtet
wurden und stellt somit auf mRNA-Ebene einen vielversprechenden Marker fir
Nephrotoxizitat dar. Dieses Ergebnis wird auch durch die ROC-Analyse mit einer AUC von
0,99 bestatigt. Dennoch konnte Osteopontin nicht mittels Antikdrper immunchemisch im
Nierengewebe auf Proteinebene detektiert und lokalisiert werden. Neben der erhéhten
Expression von Osteopontin sollte auch die Exkretion des Proteins in den Urin gemessen
werden. Diese wurde bei Kindern mit Steroid-resistenten nephrotischem Syndrom sowie
bei Mausen mit fokaler segmentaler Glomerulosklerose beobachtet (Lorenzen, et al.,
2008; Shui, et al., 2007). In dieser Arbeit wurde fiir die Messung von Osteopontin im Urin
ein kommerziell verfligbarer Assay (TiterZyme® EIA rat osteopontin, Biomol, Hamburg,
Deutschland) verwendet. In den Urinproben der Studien mit proximalen Tubulusschaden

konnte Osteopontin jedoch nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dieses
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konnte moglicherweise auf der geringen Stabilitat von OPN im Urin beruhen, da es in der
Literatur Hinweise auf eine proteolytische Spaltung von OPN im Urin gibt (Christensen, et
al., 2008). Daher scheint es sinnvoll, Urinproben bereits bei der Probengewinnung mit
einem Stabilisierungspuffer zu versetzen, um dem Abbau von OPN und anderen
potentiellen instabilen Proteinen entgegenzuwirken und somit OPN im Urin
moglicherweise als nicht-invasiven Nierenbiomarker verwenden zu koénnen. Fir
zuklnftige Versuche sollte daher die Methodik einschlielich Probenahme optimiert
werden.

Vimentin wird in differenzierten Epithelzellen kaum gebildet und gilt als Marker fur
Zelldedifferenzierung wahrend der Regenerationsphase von verletztem Gewebe (Wallin,
et al., 1992; Witzgall, et al., 1994). In den Kontrollnieren beschrankte sich die Lokalisation
von Vimentin auf die Glomeruli. Nach Gabe von BI-3, Gentamicin und IMM125 konnte
Vimentin auch in proximalen regenerierenden Tubuluszellen detektiert werden.
Erwartungsgemal’ trat dieses nach Behandlung mit Bl-2, welche nicht den proximalen
Tubulus schadigt, nicht auf. Im Gegensatz zur sichtbar erhohten Proteinexpression wurde
die mRNA-Expression von Vimentin in den Nieren der mit BI-3 und IMM125 behandelten
Tiere nur geringfiigig induziert. Die Gabe von Gentamicin fihrte dagegen zu keinem
signifikanten Effekt auf die Genexpression. Somit scheint, dass sich Vimentin auf mRNA-
Ebene (AUC = 0,79) weniger gut als Marker fir Nierentoxizitdt eignet, als auf
Proteinebene. Die geringe Anderung der Genexpression von Vimentin im Vergleich zur
Proteinexpression konnte auch nach Gabe des Nierentoxins Ochratoxin A gezeigt werden
(Rached, et al., 2008). und steht im Einklang mit Untersuchungen, die zeigen, dass die
Proteinexpression von Vimentin translational reguliert wird (Thomas, 1986).

Ebenfalls zeigten sich Effekte auf die Genexpression von Hamoxgenase-1, die sehr gut mit
den histopathologischen Veranderungen in den Nieren Ubereinstimmen. Die gesteigerte
Expression von HO-1 kann daher als sehr friiher Marker angesehen werden (AUC = 0,92),
da die Expression der mRNA bereits nach einem Tag Behandlung mit 30 mg/kg KG
IMM125 induziert wurde. Dieses Ergebnis korreliert gut mit anderen Studien, in denen
HO-1 infolge von Nierenschadigung vermehrt exprimiert wurde (Amin, et al., 2004).

Die Behandlung der Ratten mit der Hochdosis der jeweiligen nierentoxischen Substanzen
fihrte nach 14 Tagen zu einer verdanderten Expression verschiedener Protein im

Nierengewebe, die mit Hilfe der 2D-DIGE identifiziert wurde (Gautier, J.C., unveréffent.
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Daten). Die am stdrksten deregulierten Proteine wurden mit einem spezifischen
Antikorper in Nieren der Ratten, welche mit der Hoch- und zusatzlich der Niedrigdosis flr
14 Tage behandelt wurden, mittels Western-Blot nachgewiesen. Im Allgemeinen
bestdtigen die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse die Daten der 2D-DIGE. Zusatzlich
konnte eine Veranderung der Proteinexpression schon nach Verabreichung der niedrigen
Dosis gezeigt werden. Auffallig war, dass das Enzym Glycinamidinotransferase (AGAT) in
allen 3 Studien, welche proximale Tubulusschdaden verursacheten, nach Verabreichung
der jeweiligen Hochdosis herunter reguliert wurde. Somit kdnnte AGAT als potentieller
Biomarker fiir Nierenschadigung agieren. Desweiteren konnte zusatzlich eine
Herunterregulierung des Proteins nach Gabe von den Niedrigdosen 25 mg/kg KG
Gentamicin und 30 mg/kg KG IMM125 beobachtet werden.

AGAT ist in den Mitochondrien der proximalen Tubuluszellen lokalisiert und katalysiert
die Ubertragung der Guanidingruppe von Arginin auf Glycin unter Bildung von Ornithin
und Guanidinacetat (GAA) (Wyss und Kaddurah-Daouk, 2000). Dieses wird im zweiten
Schritt in Abhangigkeit von S-Adenolsylmethionin (SAM) durch die Guanidinoacetat-
Methyltransferase (GAMT) zu Kreatin methyliert, welches zur Energieversorgung der
Muskeln dient (Abb. 6.16).

Auch in anderen tierexperimentellen Studien mit nephrotoxischen Substanzen konnte
frih eine verminderte mRNA-Expression von AGAT in Nieren behandelter Ratten gezeigt
werden (Amin, et al., 2004; Ozaki et al., 2009). Neben der verringerten mRNA-Expression
von AGAT wurde interessanterweise auch die verminderte GAA-Ausscheidung in den Urin
als sensitiver Marker fiir Gentamicin-induzierte Nephrotoxizitat beschrieben (Kiyatake et
al., 2004; Takeda et al., 1995). Moglicherweise fihren erhohte Serumkreatininspiegel
infolge einer erniedrigter glomeruldren Filtrationsrate durch Schadigung des proximalen
Tubulus Uber negative Rickkopplung zur reduzierten Expression von AGAT sowie auch
von GAMT und damit zu einer Abnahme von GAA (Guthmiller et al., 1994; Kramer, et al.,
2004). Interessanterweise traten in den niedrigen Dosen, in denen vermindert AGAT
exprimiert wurde, noch keine Verdanderungen im Serumkreatininspiegel auf. Die
Ergebnisse lassen darauf hindeuten, sowohl AGAT im Gewebe, als auch GAA im Urin als

empfindliche Biomarker fir Nephrotoxizitat zu verwenden.
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7  SCHLUSSBETRACHTUNG

Von der Entwicklung eines innovativen Arzneistoffes bis zu dessen Markteinfiihrung ist es
ein extrem langwieriger und kostspieliger Prozess und nur wenige Wirkstoffe erreichen
die Zulassung. Die Entwicklung vieler Substanzen wird aufgrund unzureichender
Wirksamkeit sowie nicht-akzeptablen Nebenwirkungen in der praklinischen und
klinischen Phase gestoppt. Dabei ist die Niere eines der haufigsten Ziele Arzneimittel-
induzierter Organtoxizitat. Jedoch ist die frihzeitige Erkennung toxischer Wirkungen auf
die Niere relativ schwierig, da traditionelle Marker flir Nierentoxizitat, einschlieBlich BUN
und Serumkreatinin, Nierenschaden erst nach erheblicher Beeintrachtigung der
Nierenfunktion aufzeigen.

Ziel dieser Arbeit war, anhand von Modellsubstanzen fiir Nephrotoxizitdit sowie
nephrotoxischen Entwicklungssubstanzen, deren Mechanismus unbekannt ist, Biomarker
zu identifizieren, welche empfindlich genug sind, in praklinischen Studien eine frihzeitige
Diagnose auf Nierenschadigung zu erstellen. In den letzten Jahren wurden durch
verschiedene Konsortien mit Hilfe der ,,omics“-Technologien eine Reihe von potentiellen
Biomarkern fir Nierentoxizitdt identifiziert, von denen erwartet wird, dass sie
empfindlicher fur die Erkennung von Nierenschaden sein kénnten als Histopathologie und
traditionelle Parameter der klinischen Chemie (z.B. u.a. BUN und Serumkreatinin).
Generell sollten ideale Biomarker eine hohe Reproduzierbarkeit, Sensitivitdit und
Spezifitat besitzen und auch als Indikator fiir verschiedene Stadien der Erkrankung bzw.
Schadigung geeignet sein. Sie sollten mit moglichst wenig analytischem Aufwand und
hohem Probendurchsatz sensitiv zu analysieren sein. Ein besonderes Interesse bei dieser
Arbeit galt potentiellen Biomarkern im Urin, da diese im Gegensatz zu
histopathologischen Untersuchungen keine Entnahme von Gewebe erfordern. Urin ist
eine gut zugdngliche Korperflissigkeit, die relativ leicht in ausreichender Menge zur
Verfligung steht. Durch die Messung der Marker im Urin wdre es moglich, den Verlauf der
Proteinexkretion und somit den Verlauf der Schadigung zu verfolgen. Dadurch kdnnte
unter Umstanden auch die Anzahl der Tiere in praklinischen Studien reduziert werden.

In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass im Allgemeinen die gesteigerte Expression der
analysierten potentiellen Biomarker sehr gut mit den histopathologischen Verdanderungen

in den Nieren der mit Nephrotoxinen-behandelten Tiere Ubereinstimmen. GrofStenteils
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konnte eine Verdanderung der Expression noch vor Veranderungen der klinisch-
chemischen Parameter beobachtet werden. In allen 3 tierexperimentellen Studien
(Aristolochiasdure, Gentamicin, PredTox) war eine gesteigerte Expression von Kim-1
sowohl auf mRNA- und als auch auf Proteinebene der friiheste Effekte nach Toxingabe.
Korrelierend mit der gesteigerten Expression konnte auch eine vermehrte Abgabe des
Proteins in den Urin zu sehr frihen Zeitpunkten beobachtet werden. Da Kim-1 in
gesunden Nieren nicht exprimiert wird, jedoch die Expression infolge geringster
Nierenschadigung im Nierengewebe drastisch ansteigt, stellt Kim-1 einen sehr
empfindlichen und spezifischen Biomarker fiir Nephrotoxizitat dar, der Aufgrund der
hohen Stabilitdt des Proteins im Urin nicht-invasiv bestimmt werden kann.

Auch die veranderte Expression und Ausscheidung von Lipocalin-2 konnte zum Teil friiher
als traditionelle Marker detektiert werden. Im Gegensatz zu Kim-1 traten aber bei Lcn2
erhohte Konzentrationen nicht nur nach Nierenschadigungen, sondern auch nach
Schadigungen anderer Organe auf. Die Ergebnisse der Studien bestatigen Lipocalin-2 zwar
als einen sehr sensitiven Marker, jedoch zeigte sie auch, dass erhéhte Konzentrationen
nicht zwangslaufig auf Schadigungen der Niere hindeuten.

Ebenso zeigte auch Clusterin in den Studien kontroverse Ergebnisse. Wahrend die
vermehrte Exkretion von Clusterin in den Urin nach Gabe der PredTox-Substanzen als
eines der frihesten und empfindlichsten Antworten auf tubuldre Schadigung auftrat,
stellte es in der Gentamicin-Studie einen weniger empfindlichen Marker dar. Am Beispiel
von Lcn2 und Clusterin ist daher ersichtlich, dass die Messung eines einzelnen Biomarkers
nicht unweigerlich auf eine bestehende oder sich entwickelnde Nierenschadigung deuten
kann. Die mechanistischen Hintergriinde, die zur Expressionssteigerung der Proteine
fUhren, sind flr einen Grofteil der potentiellen Biomarker noch nicht aufgeklart. Daher ist
es sinnvoll, eine Kombination von verschiedenen Biomarkern zu wahlen um die
Schwankungen der einzelnen Parameter zu minimieren. Die Messung der verschiedenen
Biomarker mittels Singleplex-ELISA ist zudem zeitaufwendig und sehr teuer. Durch die
Entwicklung von Muliplex-Assays (z.B. WideScreen™ Rat Kidney Toxicity Panel, Merck,
Darmstadt) ist es moglich, mehrere potentielle Nierentoxizitatsmarker in einer einzelnen
Probe zu vermessen, wodurch wiederum an Zeit und auch an Probenmaterial gespart
werden kann. Jedoch werden an solche Testsysteme hohe Anforderungen gestellt, zudem

liegen auch die Anschaffungskosten der Messgerdte sehr hoch. Jeder einzelne Analyt
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sollte mit einer moglichst hohen Spezifitdat und Sensitivitat erfasst werden und nach
Moglichkeit nicht mit den anderen im System befindenden Analyten wechselwirken bzw.
diese inhibieren. Daher ist eine grindliche Validierung des Systems von hoher
Wichtigkeit. Ebenso ist es wichtig, auf eine geeignete Stabilisierung der Proben zu achten,
da manche Proteine im Urin zersetzt oder abgebaut werden kdnnen.

Damit sich ein potentieller Biomarker als diagnostischer Test durchsetzen kann, muss er
biologisch und analytisch validiert und letztlich von den Zulassungsbehorden (FDA, EMA)
anerkannt werden. Ein erster Fortschritt in diese Richtung wurde vor kurzen durch das
»Predictive Safety Testing Consortium” (PSTC) erreicht. Anhand der Ergebnisse der
tierexperimentellen Studien mit verschiedenen Nephrotoxinen wurden 2008 7 von 23
potentiellen Urinbiomarker (Albumin, B,-Mikroglobulin, Clusterin, Cystatin C, Kim-1, TFF-3
und der Gesamtproteingehalt) zur Identifizierung von Nierenschaden in praklinischen
Toxizitatsstudien von der FDA und EMA anerkannt. Somit ist es den pharmazeutischen
Firmen erlaubt, zusdtzlich zu den Ergebnissen der klinisch-chemischen Chemie und
Histopathologie, die Messung dieser 7 Urinbiomarkern fir die Untersuchung auf akute
Nierentoxizitdt zu verwenden.

Neben der Verwendung der potentiellen Biomarker fir akute Nierenschadigung stellt sich
auch die Frage, ob die Anwendung dieser Marker ebenfalls zur Diagnose von chronischen
Nierenerkrankungen moglich ist, da diese meist langsam fortschreitende
Nierenschadigungen bislang erst sehr spat durch die Verdanderung der traditionellen
klinisch-chemischen Parameter erkannt werden (Hart und Kinter, 2005). Nach
Behandlung mannlicher Ratten mit dem nephrotoxischen Mykotoxin Ochratoxin A fiir 90
Tage konnte bereits nach einer geringfligigen Schadigung des Gewebes eine dramatische
Expression der mRNA von Kim-1 sowie eine deutlich erhdhte Ausscheidung von Kim-1 in
den Urin beobachtet werden (Rached, et al., 2008). Diese deutet darauf hin, dass Kim-1
auch gut als Marker fiir chronische Toxizitdt geeignet ist. Weiterhin konnte eine
gesteigerte mMRNA-Expression anderer potentieller Marker (Lipocalin-2 und Timp-1) in den
Nieren der mit Ochratoxin A-behandelten Ratten festgestellt werden (Rached, et al.,
2008). Desweiteren konnte im Urin von Patienten, welche an einer chronischen
Nierenerkrankung litten, eine erhdohte Konzentration von Timp-1 detektiert werden

(Horstrup, et al., 2002). Somit unterstitzen die Ergebnisse aus diesen Studien den Einsatz
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der potentiellen Marker neben der Identifizierung akuter Nephrotoxizitdt auch die
Erkennung von chronischer Nierentoxizitat.

Ein weiteres wichtiges Anliegen ist es, die Biomarker in In-vitro-Testsystemen zu
verwenden. Einzelne Zellkulturstudien zeigten bereits gesteigerte mRNA-Expressionen
der potentiellen Biomarker nach Behandlung mit bestimmten Nephrotoxinen (Huang et
al., 2001; Mishra, et al., 2003; Rached, et al., 2008). Lipocalin-2 wurde dabei auch schon
als natzlicher In-vitro-Biomarker fir die Erkennung von oxidativen Stress bezeichnet
(Roudkenar et al., 2007).

Zu diesem Zweck wurde im Jahr 2008 das von der EU-koordinierte Projekt Predict-IV
gegriindet (www.predict-iv.toxi.uni-wuerzburg.de), dessen Ziel die Etablierung von In-
vitro-Testsystemen zur Erkennung von Nieren-, Leber und Neurotoxizitat ist. Ahnlich wie
im InnoMed-PredTox-Projekt ~ werden ausgewahlte  Zellkultursysteme mit
Modellsubstanzen der jeweiligen Organtoxizitat sowie Entwicklungssubstanzen behandelt
und die verdanderte Expression der potentiellen Biomarker gemessen. Durch dieses
Projekt erhofft man sich durch geeignete In-vitro-Testsysteme die Zahl der Tiere in der
praklinischen Forschung zu verringern bzw. einige Tierstudien komplett durch
Alternativmethoden zu ersetzen.

Ein weiteres wichtiges Anliegen der Biomarkerentwicklung ist es, die potentiellen Marker
in der Klinik zur schnellen Diagnose von Nierenerkrankungen beim Patienten einzusetzen.
Eine frihe Diagnose einer akuten Nierenschdadigung kann helfen, ein drohendes
Nierenversagen rechtzeitig zu erkennen und somit hinsichtlich der Behandlung eine
schnelle Entscheidung zu treffen. Publizierte Studien belegen, dass einige der potentiellen
Biomarker nach Schadigung der Nieren vermehrt in den Urin von Patienten abgegeben
werden (Han et al., 2008; Vaidya, et al., 2008). Lipocalin-2-Konzentrationen oberhalb des
fur den Patienten typischen Basalspiegels (0,7-9,6 ng/ml) traten im Urin von Kindern mit
akuter  Nierenschadigung nach  Herzoperationen friher auf, als erhohte
Serumkreatininspiegel (Mishra, et al., 2005). Mit einem AUC-Wert von > 0,99 erwies sich
Lcn2 in dieser Studie als dulRerst empfindlicher Biomarker flr akute Nierenschadigung
(Mishra, et al., 2005). Auch bei erwachsenen Patienten konnten Anstiege von Lcn2 im
Urin schon sehr friih und sensitiv detektiert werden (Nickolas, et al., 2008). Seit kurzem
stehen mehrere Assays zur Messung von Lcn2 im Urin zur Verfliigung und werden zum Teil

als Diagnose akuter Nierenschadigung eingesetzt. Da aber die Durchfiihrung eines ELISAs
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eine Zeit von 2-4 h in Anspruch nimmt und auch die Anschaffung der jeweiligen
Testgerate sehr teuer ist, wurde kiirzlich der RenaStick® zur routinemassigen Messung
von Kim-1 im Urin von Ratten und Patienten entwickelt (Vaidya et al., 2009). Durch die
Anwendung dieses Teststreifen ist es moglich, eine Erhéhung von Kim-1 infolge einer
Nierenschadigung innerhalb weniger Minuten zu messen. In den Kontrollurinen von
Ratten zeigte sich keine Bande fir Kim-1, jedoch nahm die Intensitat der Kim-1-Bande mit
steigender Nierenschadigung zu (Vaidya, et al., 2009). Somit ist die Anwendung eines
solchen Teststreifens eine schnelle und kostengiinstige Methode zur Uberpriifung der
Nierenfunktion in der Routinediagnostik, welche auch kein invasives Eingreifen erfordert
und auch von nicht-laborgeschultem Personal durchgefiihrt werden kann.

Es ist denkbar, dass in naherer Zukunft noch weitere solcher Teststreifen fiir andere
Biomarker entwickelt und validiert werden. Ebenso ist auch die Entwicklung von
kombinierten Schnelltests vorstellbar, welche beispielsweise in der forensischen
Drogenanalytik verwendet werden.

Durch den Einsatz der potentiellen Biomarker mittels dieser Testsysteme ist es moglich,
mit einem geringeren Zeit- und Kostenaufwand die Vorhersage von Fremdstoff-
induzierten Nephrotoxizitat in praklinischen Studien zu verbessern und damit die Anzahl

von neuzugelassenen von Arzneimitteln entscheidend zu erhéhen.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Der Prozess von der Entdeckung und Entwicklung eines potentiellen Arzneistoffs bis zu
dessen Zulassung ist extrem kosten- und zeitintensiv und eine Vielzahl dieser Stoffe kann
aufgrund toxischer Nebenwirkungen in praklinischen Studien nicht weiterentwickelt
werden. Dabei ist die Niere eines der Hauptziele von Xenobiotika-induzierter
Organtoxizitdt, jedoch ist eine friihe Detektion von Nierenschiaden schwierig. Den
derzeitig verwendeten klinischen Parameter, wie Blutharnstoff (BUN) und Serumkreatinin
fehlt es an Sensitivitat und Spezifitat, da sie Fremdstoff-induzierte Toxizitat meist erst
aufzeigen, wenn schon ein erheblicher Teil der Nierenfunktion beeintrachtigt ist.

Daher ist es notwendig, empfindlichere und zuverlassigere Biomarker zu identifizieren
und zu validieren, welche kleinste Nierenschadigungen friher als traditionelle Parameter
erkennen. In den letzten Jahren wurden in der Literatur aber auch von verschiedenen
Projekten eine Reihe neuer gen-basierender und Urinbiomarker (Kim-1, Clusterin,
Lipocalin-2, Timp-1) identifiziert.

Ziel dieser Dissertation war es die Aussagekraft dieser Marker im Vergleich zu
traditionellen Endpunkten, einschlieBlich klinische Chemie und Histopathologie an
Gewebe-, Urin- und Serumproben von mannlichen Ratten, welche mit Modellsubstanzen
fir Nephrotoxizitdt (Aristolochiasdure und Gentamicin) oder nephrotoxischen
Arzneistoffkandidaten (PredTox Projekt) behandelt wurden, mittels qRT-PCR,
Immunhistochemie und ELISA zu untersuchen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Effekte auf Ebene der Gen- und
Proteinexpression generell sehr gut mit den histopathologischen Veranderungen
korrelieren. Sie konnten meist friher oder in niedrigeren Dosierungen als die
traditionellen Nierenmarker BUN und Serumkreatinin detektiert werden. Eine erhdhte
Expression und Exkretion von Kim-1 zeigte sich in allen Studien als eine der friihesten
Antworten auf Schadigung der proximalen Tubuli und stellt somit den empfindlichsten
Biomarker dar. Die erhdhte Ausscheidung von Clusterin konnte teilweise vor einer
verdanderten Gen- und Proteinexpression im Gewebe detektiert werden und unterstiitzen
die Verwendung von Clusterin als nicht-invasiven Biomarker. Obwohl eine gesteigerte
Exkretion von Lipocalin-2 sehr friih nach Schadigung des proximalen Tubulus detektiert
werden konnte, ist diese nicht spezifisch fir einen Nierenschaden. Dennoch kénnte die

vermehrte Expression/Ausscheidung von Lipocalin-2 als frihe Antwort auf eine
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Entziindung oder einen Gewebeschaden eine sinnvolle Ergdnzung der routinemaligen
Testung auf Toxizitdt darstellen. Ebenfalls konnte ein dosis- und zeitabhangiger
Konzentrationsanstieg von einem GrofRteil der potentiellen Biomarker des ,WideScreen™
Rat Kidney Toxicity Panels 1 and 2“ im Urin beobachtet werden. Da jedoch die
potentiellen Biomarker unterschiedliche Empfindlichkeiten besitzen und unter
Umstanden auch vom Mechanismus der Toxizitdt von Verbindungen abhdngen, erscheint
eine Kombination von verschiedenen Biomarkern zur frihzeitigen Erkennung von
proximalen Nierenschdaden sowie zur Verlaufskontrolle von Nierenerkrankungen sinnvoll.
Durch die einfache Probenahme und leichte Bestimmung ist die Messung der neuen
potentiellen Nierenbiomarker im Urin neben der Bestimmung der traditionellen
Parameter der klinischen Chemie sowie der Histopathologie sinnvoll fir die

Identifizierung von Nierenschadigungen in praklinischen Studien.



| 129 SUMMARY

9 SUMMARY

The discovery and development of new drugs is very costly and time-consuming and the
rate of drug failure due to late-breaking findings in preclinical toxicity studies is high. The
kidney is a major target of xenobiotic induced organ toxicity but early detection of renal
damage or minor effects on renal function is challenging due to the functional reserve of
the kidney. Current clinical pathology parameters of nephrotoxicity such as blood urea
nitrogen (BUN) and serum creatinine are relatively insensitive and non specific, revealing
kidney damage not until 70-80 % of the renal epithelial mass has been lost.

There is a clear need for the identification and validation of more sensitive and reliable
biomarkers, which are indicators of minimal kidney damage rather than impaired kidney
function. Recently a range of novel gene-based and urinary kidney biomarker (Kim-1,
clusterin, lipocalin-2 and Timp-1) was identified from literature and various
colloraborative projects. The aim of this work was to investigate the performance of these
markers compared to traditional endpoints, such as clinical chemistry and histopathology
in tissue, urine and serum samples collected from studies, in which male Wistar rats were
treated either with model compounds of nephrotoxicity (aristolochic acid and gentamicin)
or drug candidates (PredTox) using qRT-PCR, immunohistochemistry and ELISA.

In summary, effects on marker gene and protein expression generally correlated well with
the renal histopathology alterations and were frequently detected at earlier time-points
or lower doses than the traditional clinical parameters BUN and serum creatinine.
Overexpression and enhanced urinary excretion of Kim-1 was one of the earliest
responses to proximal tubule damage and might be seen as the most sensitive marker of
nephrotoxicity. Furthermore, urinary Clusterin was increased before changes in gene and
protein expression or even histopathological alterations were evident, confirming urinary
clusterin as a sensitive, non-invasive marker for renal injury. Although changes in urinary
lipocalin-2 occurred very early after proximal tubule damage, lipocalin-2 may not specific
for kidney injury. However, its rapid response to inflammation and tissue damage in
general may reinforce its use in routine toxicity testing. A dose- and time-dependent
increase in most of the novel urinary biomarkers was evident using the “WideScreen™ Rat
Kidney Toxicity Panels 1 and 2”. Due to the the variable sensitivity of a single biomarker, a
combination of many different biomarkers to detect kidney injury appears to be useful.

Concerning of the easy sampling and measurement, the additional determination of
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potential urinary biomarkers of nephrotoxcity next to the traditional clinical chemistry
parameters and histopathological changes is helpful to identify kidney damage at early

time-points.
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10 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

.M Beta-2-Mikroglobulin

2D-DIGE 2-dimensional differencial gel electrophoresis
AA Aristolochiasdure

AGAT L-Glycin-Amidinotransferase

ALP Alkalische Phosphatase

ALT Alanin-Aminotransferase

APS Ammoniumpersulfat

AST Aspartat-Aminotransferase

AUC area under the curve (Flache unter der Kurve)
BUN Blood Urea Nitrogen

cDNA complemtary DNA

Clu Clusterin

C-Path Critical Path Institute

Da Dalton

DAB 3,3‘-Diaminobenzidintetrahydrochlorid

DNA Desoxyribonukleinsdure

EGF Epidermal Growth Factor

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

EMA European Medicines Agency

FDA American Food and Drug Administration

GAA Guanidinoacetat

GFT glomeruldre Filtartionsrate

GGT v-Glutamyltransferase

Gpx-1 Glutathionperoxidase-1

GST Glutathion-S-Transferase

HESI Health and Environmental Sciences Institute
HO-1 Hamoxygenase-1

HRP horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
ILSI International Life Sciences Institute

InnoMed Innovative Medicines
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KG
Kim-1
Lcn2
LDH
MOPS
B-NAG
NGAL
OPN
PBS

PCR

PCT
PEPCK-1
PRBP-4
PredTox
PST
Pxr-1
gRT-PCR
RNA
ROC
RPA-1
RT

SDS
SDS-Page
TBS
TBST
TFF-3
Timp-1
TMA
TRIS
VEGF

Vim

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Koérpergewicht

Kidney Injury Molecule-1

Lipocalin-2

Lactatdehydrogenase
3-N-Morpholinopropansulfonsdure
Beta-N-Acetyl-Glucosaminidase
neutrohil gelatinase associated lipocalin
Osteopontin

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaktion (Polymerase Kettenreaktion)
proximal convoluted tubule
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase-1
Plasma Retinol Binding Protein-4
Predictive Toxicology

proximal straight tubule
Peroxiredoxin-1

quantitative Real-Time-PCR
Ribonukleinsdure

Receiver Operator Characteristic

Renal Papillary Antigen-1
Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Tris Buffered Saline

TBS mit Tween 20

Trefoil Facto- 3

Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-1
Tissue Microarray
tris-Hydroxymethylaminoethan
Vascular Endothelial Growth Factor

Vimentin
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