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1 Einleitung

1.1 Chronische Niereninsuffizienz

Die chronische Niereninsuffizienz ist - unabhängig von ihrer Genese - als irrever-

sibler Verlust der exkretorischen und inkretorischen Nierenfunktion charakterisiert.

Sie führt im Terminalstadium zur Urämie und unbehandelt zum Tod. In Deutschland

lag die Inzidenz für eine chronische Nierenersatztherapie im Jahr 2006 bei 213 pro 1

Mio Einwohner (Frei and Schober-Halstenberg, 2006/2007). Die häufigste Ur-

sache für eine chronische Niereninsuffizienz mit notwendiger Nierenersatztherapie in

den Industrienationen ist heutzutage die diabetische Nephropathie mit einer nach

wie vor sehr ungünstigen Prognose (5-Jahres-Überlebens-Rate eines dialysepflich-

tigen Patienten mit Diabetes mellitus nur etwa 20 %) (Hasslacher, 2007). Die

Entwicklung und Progression einer Nephropathie bis hin zur Urämie erstreckt sich

meistens über Jahre und wird dabei durch zahlreiche Faktoren moduliert (Kohlen-

hydratstoffwechsel, Blutdruck, Dyslipoproteinämie, Rauchen, Anämie). Bei diesem

Prozess kommt dem Auftreten bzw. Nachweis einer Proteinurie (insbesondere Mi-

kroalbuminurie) eine zentrale Bedeutung zu.

1.2 Albumin

1.2.1 Albumineigenschaften

Albumin ist ein 69 000 Dalton großes Protein (Peters, 1985), das in der Leber

gebildet wird. Mit einer Plasmakonzentration von ca. 45 g/l macht Albumin mit

etwa 60 % den größten Anteil der Plasmaproteine aus. In der Literatur wird es als
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ein ca. 15 nm langes und ca. 3.8 nm breites, ellipsoid aufgebautes Molekül mit ei-

ner negativen Nettoladung von -15 beschrieben (Peters, 1985). Die Hauptaufgabe

von Albumin besteht in der Aufrechterhaltung des onkotischen Drucks. Weiterhin

fungiert es als Transportvehikel für u. a. Hormone, Nährstoffe (z. B. Lipide), Vitami-

ne, Elektrolyte, Stoffwechselprodukte (z. B. Bilirubin), Medikamente und Giftstoffe

sowie durch seine Fähigkeit Protonen zu binden als Puffer.

1.2.2 Albuminfiltration

Der Siebkoeffizient (= Konzentration eines Stoffes im Ultrafiltrat im Verhältnis zum

Plasmawasser) eines Stoffes ist abhängig von der Molekülmasse/Molekülgröße im

Vergleich zum Porendurchmesser (effektiver Radius) sowie bei großen Molekülen

von der elektrischen Ladung (Comper and Glasgow, 1995). Stoffe mit einer Mo-

lekülmasse von ca. 10000 Dalton werden in den Glomeruli frei filtriert (z. B. Inulin),

d. h. der Siebkoeffizient beträgt 1. Stoffe mit einer Molekülmasse über 100000 Dal-

ton werden bei intakter Filtrationsbarriere nicht filtriert (z. B. γ-Globuline), d. h.

der Siebkoeffizient ist 0. Im Bereich zwischen 10000 und 100000 Dalton spielt die

elektrische Ladung (Nettoladung) des zu filtrierenden Stoffes eine wichtige Rolle. Da

die Filterbarriere durch anionische Glykosialoproteine fix negativ geladen ist, pas-

sieren in diesem Molekülbereich neutral bzw. positiv geladene Stoffe die glomeruläre

Filtrationsbarriere besser als negativ geladene Stoffe (Maack et al., 1992). Bei einer

Molekülmasse von 69 000 Dalton und einer elektrischen Netto-Ladung von -15 liegt

die fraktionelle Filtration von Albumin bei intaktem Filter zwischen 0.05 und 0.1 %

(Maack et al., 1992). Geht man von einer Plasmaalbuminkonzentration von 45 g/l

und einer fraktionellen Filtration von 0.1 % aus, beträgt die Albuminkonzentration

im Ultrafiltrat (= Primärharn) 45 mg/l (Abb. 1.1).

Dieser errechnete Wert deckt sich gut mit den Ergebnissen, die aus Mikropunk-

tionsstudien zur Bestimmung der Albuminkonzentration im Ultrafiltrat ermittelt

wurden (Tojo and Endou, 1992). Unter der Annahme einer glomerulären Filtrati-

onsrate von 180 Litern pro Tag (gesunder Erwachsener) errechnet sich eine täglich

filtrierte Albuminmenge von maximal 8100 mg. Dies entspricht ca. 5.5 % der Ge-

samtalbuminmenge im Plasma. Da mit dem Endharn eines gesunden Erwachsenen
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Abbildung 1.1 — Schematische Darstellung der täglichen Albuminfiltration mo-
difiziert nach Gekle, 1998.

maximal 30 mg Albumin pro Tag ausgeschieden werden, müssen über 99 % des

filtrierten Albumins auf seinem Weg entlang des renalen Tubulussystems rückresor-

biert werden. Der Hauptort der Rückresorption ist - wie sich in diversen Mikropunk-

tionsstudien gezeigt hat - der proximale Tubulus (Carone et al., 1979; Tojo and

Endou, 1992).

1.2.3 Albuminendozytose

Je nach Molekülgröße und –ladung stehen für die Rückresorption von filtrierten

Stoffen zwei verschiedene Transportwege zur Verfügung (Klinke and Silbernagl,

2001):

1. Transport der Substanz zwischen den Zellen hindurch, sog. parazellulärer Trans-

port. Da dieser Weg vor allem von der Dichtigkeit der Schlussleisten (sog. tight

junctions) abhängig ist, kommt er nur für kleine Moleküle (z. B. Wasser) und

Ionen in Frage.
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2. Transport durch die Zelle hindurch, sog. transzellulärer Transport. Die Ef-

fektivität dieses Transportes wird von der Oberfläche und Durchlässigkeit der

apikalen und basolateralen Tubuluszellmembran bestimmt. Eine filtrierte Sub-

stanz wird entweder luminal in ihre Einzelteile/Aminosäuren aufgespalten (z.

B. Angiotensin II) und über Transportmechanismen in die Zelle aufgenommen

oder im Ganzen mittels Endozytose (z. B. Immunglobuline) resorbiert.

Der parazelluläre Transportweg fällt bei Albumin aufgrund seiner Molekülgrö-

ße weg. Aus der Literatur gibt es keinen Hinweis für eine Albumindegradation im

Tubulussystem mit anschließendem transzellulärem Transport der einzelnen Amino-

säuren, so dass als einziger Transportmechanismus die Endozytose in Frage kommt

(Maack et al., 1992; Tojo and Endou, 1992). Prinzipiell unterscheidet man zwei

Formen der Endozytose im proximalen Tubulus:

1.2.3.1 Nicht-Rezeptor vermittelte Endozytose (= fluid phase endocy-

tosis oder Pinozytose)

Bei der Pinozytose wird wahllos und unspezifisch Extrazellulärflüssigkeit mit den

darin enthaltenen Stoffen durch Abschnürung kleiner Vesikel aus der apikalen Zell-

membran in die Zelle aufgenommen. Die Substratkonzentration in der Invagination

entspricht der Substratkonzentration im Extrazellulärraum (= Tubulussystem), d.

h. die Endozytoserate steigt proportional zur extrazellulären Substratkonzentration

an. Ein Beispiel für die nicht Rezeptor-vermittelte Endozytose ist die Aufnahme des

Polysaccharids Dextran.

1.2.3.2 Rezeptor-vermittelte Endozytose (= adsorptive endocytosis, coa-

ted pits vermittelte Endozytose)

Hierbei handelt es sich um einen spezifischen Prozess. An kleinen Einbuchtungen

der apikalen Zellmembran (sog. pits), welche an ihrer Innenseite häufig mit dem

Protein Clathrin bestückt sind (sog. coated pits), findet man die für die Rezeptor-

vermittelte Endozytose spezifischen Rezeptoren (= integrale Zellmembranproteine)

meist in hoher Dichte. Durch spezifische Bindung des Substrats an die entspre-

chenden Rezeptoren übertrifft die Substratkonzentration in der Invagination die
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Substratkonzentration im Extrazellulärraum (= Tubulussystem). Dies gestaltet den

Prozess der Rezeptor-vermittelten Endozytose sehr effektiv. Da Albumin wie bereits

oben erwähnt zu über 99 % entlang des Tubulussystems rückresorbiert wird, kann

dies nur über das effektive Transportsystem der Rezeptor-vermittelten Endozytose

erfolgen (Bakala et al., 1990; Gekle et al., 1995a, 1996).

1.2.4 Rezeptor-vermittelte Albuminendozytose

Kinetische Studien zur Albuminendozytose zeigten bereits vor der endgültigen Iden-

tifizierung der für die Endozytose notwendigen Rezeptoren, dass es sich um einen

sättigbaren, kompetitiv hemmbaren, pH- und Calcium- abhängigen Transportpro-

zess handelt (Gekle et al., 1995b, 1996; Brunskill et al., 1997, 1998). Im Verlauf

konnten die entsprechenden, an der Endozytose beteiligten Rezeptoren Megalin und

Cubilin identifiziert werden (Cui et al., 1996).

1.2.4.1 Megalin

Megalin wurde 1959 ursprünglich als Antigen in der Heymann Nephritis der Ratte

identifiziert. Nach seiner Isolierung aus dem Bürstensaum der Rattenniere erhielt es

entsprechend seines geschätzten Molekulargewichts die Bezeichnung gp 330 (Ker-

jaschki and Farquhar, 1982). 1994 wurde das zugehörige Gen von Saito et al.,

1994 geklont und Megalin genannt. 1996 gelang es Willnow et al., Megalin defiziente

Mäuse zu züchten. Diese starben aufgrund einer Fehlentwicklung des Frontalhirns

und der Lunge meist kurz nach der Geburt. An den Überlebenden konnte die Funk-

tion von Megalin im Detail studiert werden. In ultrastrukturellen Untersuchungen

zeigte sich eine Atrophie des apikalen endozytotischen Apparates der proximalen

Tubuluszelle und damit einhergehend eine Proteinurie (u. a. α2-Mikroglobulin, Al-

bumin) (Willnow et al., 1996; Hilpert et al., 1999; Christensen et al., 1999;

Nykjaer et al., 1999; Christensen and Willnow, 1999).

Megalin ist ein 600 kD großes, transmembranäres Glykoprotein, welches der LDL-

Rezeptor-Familie angehört. Die extrazelluläre Domäne umfasst vier Cystein-reiche

Sequenzen, welche bei der Ligandenbindung eine wichtige Rolle spielen und weitere

Cystein-arme Sequenzen mit YWTD-Motiven (Christensen E. I., 2002). Diese
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Abbildung 1.2 — Schematische Darstellung des Glykoproteins Megalin. Modifi-
ziert nach Christensen E. I., 2002.

sind für die pH-abhängige Dissoziation von Ligand und Rezeptor in den frühen

Endosomen epithelialer Zellen verantwortlich (Abb. 1.2). Die intrazelluläre Domäne

beinhaltet drei für die Initialisierung des endozytotischen Prozesses (Bildung der

coated pits) wichtige NPXY-Motive. Weitere Src Homologien sind evtl. bei den

intrazellulären Signalvermittlungen beteiligt (Verroust and Kozyraki, 2001). Im

menschlichen Genom ist Megalin auf Chromosom 2q24-q31 lokalisiert (Korenberg

et al., 1994).

1.2.4.2 Cubilin

Cubilin wurde erstmalig als Angriffspunkt teratogener Antikörper in Kaninchen

identifiziert und entsprechend seines geschätzten Molekulargewichts als gp 280 be-

zeichnet (Sahali et al., 1988). 1997 zeigte Seetharam, dass gp 280 mit dem inte-

stinalen Rezeptor für Intrinsic Factor identisch ist (Seetharam et al., 1997; Birn
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et al., 1997). Der Rezeptor wurde 1998 von Moestrup et al. geklont und erhielt

die Bezeichnung Cubilin (Moestrup et al., 1998). Die essentielle Bedeutung von

Cubilin bei der Proteinendozytose konnte an Hunden veranschaulicht werden, bei

denen ein genetischer Defekt in der Verarbeitung und im Einbau des Cubilins in die

apikale Zellmembran epithelialer Zellen vorlag. Hier kam es zu einer ausgeprägten

Albuminurie sowie zu einer Vitamin B12 Malabsorption (Fyfe et al., 1991a,b).

Abbildung 1.3 — Schematische Darstellung des Glykoproteins Cubilin. Modifiziert
nach Christensen E. I., 2002.

Bei Cubilin handelt es sich um ein 460 kD großes, peripheres Membranprotein,

welches über sein N-terminales Ende an der Zellmembran verhaftet ist. Ein Be-

reich von 27 CUB-Domänen (Subkomponenten: C1r/C1s, Uegf, bone morphogenic

protein-1) umfasst die Ligandenbindungsstellen (Abb. 1.3) (Christensen E. I.,

2002). Da Cubilin über keine transmembranäre oder cytosolische Domäne verfügt

(Moestrup et al., 1998), ist ein weiterer Rezeptor als Vermittler für die Internalisie-

rung des Liganden-Rezeptorkomplexes und den weiteren intrazellulären Transport

von Nöten. Untersuchungen haben gezeigt, dass diese Vermittlerfunktion Megalin
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einnimmt (Kozyraki et al., 1999). Cubilin ist im menschlichen Genom auf Chro-

mosom 10p12.33-p13 lokalisiert (Kozyraki et al., 1998).

Bei beiden Proteinen handelt es sich um Mulitliganden-Rezeptoren. Tab. 1.1 gibt

eine Übersicht über Megalin-/ Cubilin- gemeinsame und spezifische Liganden.

Megalin Cubilin

Vitamin bindende Proteine

Transcobalamin- Intrinsic factor-
Vitamin B12 Vitamin B12

Vitamin-D-bindendes Protein
Retinol-bindendes Protein

Apolipoproteine

Apoliprotein B HDL

Peptide und Hormone

PTH
Insulin

α2-Mikroglobulin
α1-Mikroglobulin

Andere

Albumin Albumin
RAP (receptor-associated protein) RAP

Thyreoglobulin Ig Leichtketten
Plasminogen
Calcium
Enzyme
α-Amylase

Medikamente

Aminoglykoside
Polymyxin B

Tabelle 1.1 — Modifizierte Übersicht über gemeinsame und spezifische Liganden von Megalin und
Cubilin nach Christensen and Birn, 2001; Christensen E. I., 2002.

Im Hinblick auf die in Tab. 1.1 aufgeführten Liganden wird deutlich, welche

zentrale Rolle den Rezeptoren Megalin und Cubilin bei der Prävention von Protein-,

8



Hormon- und Vitaminverlust zukommt (Christensen and Birn, 2001). Während

Megalin in vielen Epithelzellen exprimiert wird, ist die Verbreitung von Cubilin

deutlich restriktiver (Tab. 1.2).

Megalin Cubilin

Kolokalisation

Proximale Tubuluszelle (Mikrovilli der apikalen Zell-
membran, clathrin coated pits, frühe Endosomen)

Dünndarm
Viszeraler Dottersack

Zytotrophoblast der Plazenta

Einzellokalisation

Glomerulärer Podozyten —
Choroidaler Plexus —

Labyrinthzellen des Innenohrs —
Thyreoidale und parathyreoidale Zellen —

Endometriale Zellen —
Pneumozyten Typ II —

Tabelle 1.2 — Modifizierte Übersicht der Gewebsverteilung von Megalin/Cubilin nach Kerjaschki
and Farquhar, 1983; Chatelet et al., 1986; Abbate et al., 1993; Bachinsky et al., 1993; Zhai
et al., 2000.

1.2.4.3 pH-Abhängigkeit der Albuminendozytose: Bedeutung des NHE3

Essentiell für eine funktionierende Albuminendozytose im proximalen Tubulus ist die

Aufrechterhaltung der pH-Homöostase in den frühen endosomalen Kompartimenten

(pH zwischen 6-6,5) (Mellman et al., 1986; Gruenberg and Maxfield, 1995;

Mukherjee et al., 1997; Gekle et al., 2004). Es hat sich gezeigt, dass der Natrium-

Protonen Austauscher Isotyp 3 (NHE3) einen entscheidenden Beitrag zu dieser pH-

Homöostase leistet (D’Souza et al., 1998; Kapus et al., 1994).

Der NHE3 zirkuliert ebenso wie die Endozytoserezeptoren Cubilin und Mega-

lin zwischen der apikalen Zellmembran, den coated pits und den frühen Endoso-

men (Abb. 1.4). Nur durch eine adäquate Ansäuerung der frühen Endosomen ist
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Abbildung 1.4 — Schematische Darstellung der pH-abhängigen Rezeptor-
vermittelten Albuminendozytose.

eine Rezeptor-Ligandendissoziation und somit das Recycling des notwendigen En-

dozytoseapparates gewährleistet (Mellman et al., 1986; Mukherjee et al., 1997).

Durch eine pharmakologische Hemmung des NHE3 mit Ethylisopropylamilorid (EI-

PA) kommt es zu einer Alkalinisierung in den frühen Endosomen und zu einer Dosis-

abhängigen Reduktion der Cubilin-/ Megalin-induzierten Albuminendozytose (Ge-

kle et al., 1999, 2001).
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1.3 Proteinurie/Albuminurie

Wie in der Einleitung erwähnt, geht ein Großteil der Nieren- aber auch der Syste-

merkrankungen mit einer vermehrten Protein-/ Albuminausscheidung einher. Unter

einer Proteinurie versteht man eine Ausscheidung von über 150 mg Eiweiß pro Tag

oder eine Abweichung vom physiologischen Proteinmuster. Von einer Albuminurie

spricht man ab einer Ausscheidung von mehr als 30 mg Albumin pro Tag. Vor allem

in der Diagnostik spielt die Albuminurie als frühes Zeichen der Nierenschädigung im

Rahmen einer diabetischen Nephropathie oder benignen Nephrosklerose eine wich-

tige Rolle.

1.3.1 Entstehungsort der Proteinurie

Nach ihrer Entstehung unterscheidet man 3 Formen der Proteinurie: prärenal – renal

(glomerulär – tubulär) – postrenal.

1.3.1.1 Prärenale Proteinurie

Wenn es zu einer pathologischen Konzentrationserhöhung bestimmter Proteine im

Blutplasma kommt, ist durch dieses Mehrangebot an Proteinen die Endozytosekapa-

zität im proximalen Tubulus überlastet und die Proteine erscheinen im Endurin. Ein

Beispiel für eine prärenale Proteinurie wäre die Bence-Jones Proteinurie im Rahmen

einer Plasmozytomerkrankung.

1.3.1.2 Renale Proteinurie

Am häufigsten findet eine Proteinurie ihren Ursprung in einer geschädigten Niere.

Nach dem Entstehungsort wird zwischen einer glomerulären und einer tubulären

Proteinurie unterschieden.

1.3.1.3 Glomeruläre Proteinurie

Bei der glomerulären Proteinurie kommt es durch eine Schädigung des Filters zu

einer vermehrten Durchlässigkeit für Proteine. Die erhöhte Proteinmenge im Ul-
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trafiltrat erschöpft wiederum die Resorptionskapazität der proximalen Tubuluszel-

len und erscheint im Endurin. Ein Beispiel für eine glomeruläre Proteinurie ist die

Minimal-change-Nephropathie. Durch glomeruläre Entzündungsprozesse ändert sich

die Wandladung im Filter (v. a. Podozyten), so dass jetzt v. a. das negativ gela-

dene Albumin vermehrt filtriert wird (Cotran et al., 1999). Es kommt v.a. zur

Ausbildung von Ödemen durch den Albuminverlust.

1.3.1.4 Tubuläre Proteinurie

Bei der tubulären Proteinurie kann durch eine Schädigung der Tubuluszelle die nor-

male Proteinmenge im Ultrafiltrat nicht rückresorbiert werden und erscheint im En-

durin. Ein Beispiel für eine tubuläre Proteinurie findet man beim Fanconi-Syndrom

oder bei einer Cadmiumvergiftung.

1.3.1.5 Postrenale Proteinurie

Wenn im Bereich der ableitenden Harnwege vermehrt Protein durch einen Tumor,

eine Blutung oder Bakterien anfällt, kann es auch zu dem seltenen Fall einer post-

renalen Proteinurie kommen.

An diesem Punkt sei kurz auf die von Russo et al., 2007 veröffentlichte Arbeit hinge-

wiesen. Entgegen bisher bestehender Meinungen und Untersuchungen berichten die

Autoren bereits unter physiologischen Bedingungen, bei nicht nephrotischen Ratten,

über eine 40-fach höhere Albuminfiltration. Dies würde einem Albuminsiebkoeffizi-

enten von 0.04 entgegen dem bisher angenommenen von 0,0005-0,0007 entsprechen.

Rechnerisch ergäbe sich somit bei einer normalen glomerulären Filtrationsrate eine

täglich filtrierte Albuminmenge von ca. 225 g bei einem Gesamtplasmaalbuminge-

halt von ca. 125 g. Somit müsste eine große Albuminmenge (ca. 200 % des totalen

Plasmaalbumins) intakt - so von Russo et al., 2007 postuliert - über das proxima-

le Tubulusepithel transportiert werden. Dem gegenüber steht mit den Rezeptoren

Cubilin und Megalin ein gut charakterisierter, sättigbarer Endozytoseapparat. Ein

Transport von intaktem Albumin in Vesikeln mittels Transzytose – wie von Rus-

so et al. beschrieben - konnte jedoch in allen bisherigen Studien nicht nachgewiesen

werden, so dass die von Russo et Comper gewonnen Daten, welche ein Paradigmens-

12



hift in der Nierenphysiologie bedeuten würden, skeptisch betrachtet werden müssen

(Christensen et al., 2007; Gekle, 2007).

1.3.2 Albuminurie als Marker der Nierenfibrose

Der Nachweis einer persistierenden Mikroalbuminurie, d. h. einer Albuminausschei-

dung zwischen 20-200 mg/l bzw. 30-300 mg/d, fungiert als ein valider Parameter

zur Frühdiagnose der diabetischen Nephropathie (Mogensen, 1987; Burton and

Harris, 1996; Tojo et al., 2001; Hasslacher et al., 2007) und weist überdies -

insbesondere beim Typ 2 Diabetes - auf eine stark erhöhte kardiovaskuläre Morbi-

dität hin. Eine Therapie-induzierte Abnahme der Albuminurie kann als Prädiktor

der renalen und kardiovaskulären Prognose herangezogen werden (Cameron, 1990;

Ruggenenti et al., 1998; de Zeeuw et al., 2004a,b).

1.3.3 Albuminurie als Motor der Nierenfibrose

In vitro als auch in vivo Experimente haben gezeigt, dass die Albuminurie nicht nur

ein diagnostischer Parameter ist, sondern dass ein vermehrtes Angebot an Albumin

über entzündliche und fibrotische Umbauprozesse im proximalen Tubulus zum Fort-

schreiten der tubulointerstitiellen Schädigung bis hin zur Nierenfibrose und somit

zum Endstadium der Urämie führen kann. Die Albuminurie ist also nicht nur Mar-

ker, sondern vor allem auch Motor der Nierenfibrose (Klahr et al., 1988; Remuzzi,

1995; Remuzzi et al., 1997; Jerums et al., 1997; Abbate and Remuzzi, 1999). In

diesem Prozess kommt der proximalen Tubuluszelle als Ort der Albuminrückresorp-

tion eine zentrale Bedeutung zu. Zum einen wird durch die im Krankheitsfall ge-

steigerte Proteinrückresorption ein übermäßiger Verlust an wichtigen Aminosäuren,

Vitaminen und Hormonen verhindert, zum anderen führt gerade dieses Mehrangebot

an Protein zur weiteren tubulointerstitiellen Schädigung. Die genauen Mechanismen

sind bis jetzt noch nicht vollständig verstanden. Aktivierung und Genexpression ver-

schiedener proinflammatorische Zytokine (TNF-α) (Drumm et al., 2002), Chemo-

kine (Monocyte chemotactic protein-1, RANTES) (Wang et al., 1997; Zoja et al.,

1998), Wachstumsfaktoren (TGF-β) (Yard et al., 2001) und Matrixkomponenten
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(Kollagen I, III, IV) (Zoja et al., 1998; Yard et al., 2001; Wohlfarth et al., 2003)

sind beteiligt. Es können zwei Möglichkeiten als Beitrag des proximalen Tubulus an

der Protein-induzierten Schädigung in Betracht gezogen werden:

1. Die Proteinurie setzt über ein verändertes tubuläres Signalling proinflamma-

torische und profibrotische Stimuli frei.

2. Die Proteinurie beeinflusst direkt die Kollagenhomöostase des proximalen Tu-

bulus und führt somit zur Nierenfibrose.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel meiner Arbeit war es mit einem geeigneten Zellkulturmodell folgende drei

Fragen systematisch zu untersuchen:

1. Beeinflussen filtrierte Proteine die Kollagenhomöostase proximaler Tubulus-

zellen?

2. Wenn ja, welche Signaltransduktionswege sind dabei involviert?

3. Ist die Endozytose der filtrierten Proteine für die oben vermittelten Prozesse

notwendig?

1.5 Validiertes Zellkultursystem

Als Zellkulturmodell wurde die gut charakterisierte Zelllinie der proximalen Tu-

buluszellen des amerikanischen Opossums gewählt. Es handelt sich um polarisiert

aufgebaute Zellen mit einem apikalen Mikrovillisaum (Courjault et al., 1991). Sie

besitzen die für die Protein-Endozytose notwendigen Komponenten: die Rezeptoren

Cubilin und Megalin, welche analog der in vivo Situation vor allem im apikalen

Bürstensaumbereich, den coated pits und den frühen Endosomen kolokalisiert sind

(Schwegler et al., 1991; Gekle et al., 1996; Noel, 1996; Brunskill et al., 1997;

Gekle et al., 1997; Brunskill et al., 1998; Zhai et al., 2000). Zur Aufrechterhal-

tung der pH-Homöostase in den frühen Endosomen und somit zur Gewährleistung
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einer funktionierenden Proteinresorption konnte der NHE3 in der apikalen Zellmem-

bran nachgewiesen werden (Akhter et al., 2002). Die proximalen Tubuluszellen des

Opossums weisen - wie frühere Untersuchungen gezeigt haben - eine sehr hohe, na-

hezu physiologische Endozytoserate (0.25 ng/min/mm2) auf (Gekle et al., 1996).

Bei der Durchführung meiner Experimente wurde mit Albuminkonzentrationen

in pathophysiologisch relevanten Bereichen, zwischen 100 und 10000 mg/l, gearbei-

tet, um möglichst in vivo Bedingungen zu simulieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Der Hauptteil der Versuche wurde an den Opossum Kidney Wildtyp-Zellen durch-

geführt. Die zusätzlich aufgeführten Zelllinien wurden für Vergleichsstudien heran-

gezogen. Sie unterscheiden sich vor allem in ihrer endozytotischen Aktivität.

2.1.1 Materialien für Zellkultur

− Zellkulturbrutschrank: Heraeus, Hanau, Deutschland

− Zellkulturflasche 75 cm2, 6/24-Well-Platten, Filter mit Filterporengröße ∅ 0,45
µm: BD Falcon, New Jersey, USA

− Trypsin: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Ethylendiamintetraacetat (EDTA): Merck, Darmstadt, Deutschland

− Foetal calf serum (FCS): PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich

− Minimal Essentiell Medium mit Earl’s Salzen und 24 mmol/l NaHCO3 (MEM):
Biochrom, Berlin, Deutschland

− Dulbecco´s Modified Minimal Eagle Medium (DMEM): Biochrom, Berlin,
Deutschland

− DMEM/F12: DMEM ergänzt durch 15 mM HEPES (pH 7,3), 100 nM Hydro-
kortison, 5 mg/l (humanes Apo-) Transferrin, 5 mg/l (bovines) Insulin, 29 nM
Na2SeO2, 10 mM NaHCO3
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2.1.2 Zelllinien

2.1.2.1 Opossum Kidney Wildtyp Zellen (Wildtyp-OK-Zellen)

Die Zellen wurden freundlicherweise von Dr. J. Biber, Institut für Physiologie, Zü-

rich, Schweiz, zur Verfügung gestellt. Es handelt sich um polarisierte Zellen, welche

von Epithelzellen des proximalen Tubulus des amerikanischen Opossums abstam-

men.

Kulturmedium: Minimal essential medium mit 10 % fötalem Kälberserum (im

Verlauf als MEM+ bezeichnet).

2.1.2.2 Porcine Renal Proximal Tubule Zellen (LLC-PK1-Zellen)

Die Zellen wurden freundlicherweise von Dr. G. Gstraunthaler, Physiologisches In-

stitut, Innsbruck, Österreich, zur Verfügung gestellt. Es handelt sich um polarisierte

Zellen, die von proximalen Tubuluszellen des Hausschweins abstammen. Auch sie be-

sitzen den „Endozytoseapparat“ Cubilin, Megalin und den NHE3 (Nielsen et al.,

1998; Shugrue et al., 1999).

Kulturmedium: DMEM mit 10 % fötalem Kälberserum.

2.1.2.3 Immortalized Human Kidney Epithelial Zellen (IHKE1-Zellen)

Die Zellen wurden freundlicherweise von S. Mollerup, Toxikologisches Institut, Os-

lo, Norwegen, zur Verfügung gestellt. Es handelt sich um immortalisierte humane

Nierenepithelzellen.

Kulturmedium: Ham F-12/DMEM Medium: 1,1 g/l NaHCO3, 3,57 g/l HEPES,

5 mg/l humanes Apotransferrin, 5 mg/l Rinderinsulin, 36 µg/l Hydrocortison, 10

µg/l Mäuse-EGF, 5 µg/l Natriumselenit, 10% fötales Kälberserum.

2.1.2.4 Madine-Darby Canine Kidney Zellen (MDCK-Zellen), Subtyp

C11 (C11 Klon)

Hierbei handelt es sich ebenfalls um eine polarisierte Zelllinie. MDCK-Zellen wur-

den aus dem Sammelrohr einer Hundeniere isoliert und bestehen aus verschiedenen

Subtypen. Aus dieser heterogenen Zellpopulation wurde von Gekle et al. (Gekle
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et al., 1994) verschiedene Subtypen kloniert. Für meine Versuche stand der Subtyp

C11 zur Verfügung, welcher den interkalierenden Zellen des renalen Sammelrohrs

ähnlich ist.

Kulturmedium: MEM mit 10 % fötalem Kälberserum, 0,292 g/l L-Glutamin, 26

mM NaCO3.

2.1.2.5 Opossum Kidney NHE3-defiziente Zellen (OK-NHE3-def. Zel-

len)

Hierbei handelt es sich um NHE3 defiziente Opossum Kidney Zellen, welche durch

die H+-Suicide Methode - im Original von Pouysségur et al., 1984 beschrieben -

entwickelt und ausführlich von Gekle et al., 2002 charakterisiert wurden.

Kulturmedium: MEM ergänzt durch 10 % fötales Kälberserum.

2.1.3 Zellkultur am Beispiel der Opossum Kidney Wildtyp-

zellen

Sämtliche Arbeiten im Zellkulturbereich wurden an einer Sterilbank unter Laminar

Flow durchgeführt. Die entsprechend nummerierte Passage der OK-Zelllinie wurde

in einer 75 cm2 Kulturflasche mit MEM+ als Kulturmedium unter standardisierten

Bedingungen bei einer Temperatur von 37 ◦C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2

Atmosphäre in einem Inkubator gehalten. Der Wechsel des Mediums erfolgte drei-

mal pro Woche, die Subkultivierung einmal pro Woche im Splitverhältnis 1:3 unter

10-minütiger Trypsinisierung (0.25 g/l) in Calcium- und Magnesiumfreier, EDTA-

beinhaltender Ringerlösung. Für die entsprechenden Versuche wurden die Zellen in

6- oder 24-Well-Schalen angesät. Auch hier erfolgte der Mediumwechsel dreimal pro

Woche. Die Zellen wurden 7 Tage nach Aussaat nach lichtmikroskopischer Kontrolle

(Kriterien: Erreichen der Konfluenz, Monolayer, Intaktheit der Zellen) für die ent-

sprechenden Experimente 24 Stunden mit Minusmedium (kein FCS; im Weiteren

als MEM− bezeichnet) zur Ruhigstellung und anschließend mit den entsprechenden

Experimentalmedien (verdünnt in MEM−) für 24/48 Stunden inkubiert.
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2.1.4 Experimentalmedien/Hemmer

− Bovines Serumalbumin (BSA): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Fatty-acid free Albumin (FAF-BSA): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− TGF-β1: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Dextran 70: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Bisindolylmaleimide (BIM): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− U 0126: Alexis Biochemicals, San Diego, Californien, USA

− Ethylisopropylamilorid (EIPA): Dr. J. Lang, Aventis, Frankfurt, Deutschland

− H89: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

2.2 Ermittlung von Zellzahl und Zellgrösse mit-

tels Coulter Counter

Materialien

− Z2 Coulter Counter: Beckman Coulter, Inc., California, USA

− Acuvettes: Beckman Coulter, Inc., California, USA

− EDTA: Merck, Darmstadt, Deutschland

− Trypsin: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Triton X-100: Serva, Heidelberg, Deutschland

− Natriumchlorid (NaCl): Merck, Darmstadt, Deutschland

− Kaliumchlorid (KCl): Merck, Darmstadt, Deutschland

− Phosphat buffered saline (PBS): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 12 mM Gesamt-
Phosphat (in Form von PO4

3− und HPO4
2−), pH 7.4
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Versuchsaufbau

Mittels Bestimmung von Zellzahl, Zellgröße und Proteingehalt pro Zelle sollte

untersucht werden, ob Albuminexposition zu einer Hyperplasie oder Hypertrophie

der proximalen Tubuluszellen des Opossums führt. Der Coulter Counter bestimmt

anhand elektrischer Widerstandsänderung in der Lösung Zellzahl und Zellgröße.

Diese Methode wurde von Wallace H. Coulter 1947 entwickelt und nach ihm als

Coulter-Prinzip bezeichnet. Hierfür wurden die Zellen - im Anschluss an die Inkuba-

tion mit unterschiedlichen Albuminkonzentrationen - einmalig mit PBS gewaschen,

dann mit EDTA für 10 min inkubiert und anschließend mit 1 ml Trypsin abgelöst.

Die Zellsuspension von 1 ml wurde mit 9 ml isotoner Lösung aufgefüllt und bis

zur Durchführung der Messung von Zellzahl und –durchmesser mittels Z2 Coulter

Counter auf Eis gestellt.

Zur Bestimmung des Proteingehalts wurden 5 ml der verdünnten Zellsuspen-

sion entnommen und bei 2000 rpm für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde

vorsichtig abgesaugt, das verbliebene Pellet in 0,5 ml 0,1% Triton X-100 gelöst.

Danach erfolgte die Proteinbestimmung mittels BCA (siehe unten). Aus den ermit-

telten Werten konnten Zellzahl, Zellvolumen und Proteingehalt pro Zelle ermittelt

werden.

2.3 Quantitative Bestimmung des Proteingehalts

mittels Bicinchoninsäure

Materialien

− Multiwell-Multilabel-Reader Victor2 : Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg,
Deutschland

− BCA Reagenz (Reagenz A): Thermo Scientific Pierce Protein Research Pro-
ducts, Rockford, Illinois, USA

Versuchsaufbau

Dem Prinzip dieses Assays liegt die Tatsache zu Grunde, dass Proteine zwei-

wertiges Kupfer reduzieren. Das dabei entstandene einwertige Kupferion reagiert
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mit der in der Lösung vorhandenen Bicinchoninsäure zu einem spezifischen Farb-

komplex. Die Absorption des Farbkomplexes wird spektophotometrisch erfasst. Die

Farbintensität ist direkt proportional der Konzentrationen der reagierenden Grup-

pen. Zunächst wurden vom BCA Assay Kit 50 Teile Reagenz A von Pierce mit 1 Teil

Reagenz B (CuSO4, hergestellt in unserem Labor) wie vom Hersteller beschrieben

gemischt. In einer 96 well Schale wurden 30 µl der Probe aus dem Lysat mit 300 µl

des Reagenz im Well gemischt und in gleichen Teilen Wasser dazugegeben. Dieser

Ansatz wurde für 30 min bei 37◦C im Wasserbad inkubiert und bis zur Messung auf

Eis gestellt. Anschliessend wurde die Extinktion am Multiwell-Multilabel-Reader

Victor2 bei 560 nm gemessen. Von den gemessenen Werten wurde der Blank-Wert

(nur Lysepuffer) abgezogen. Weiterhin erfolgte die Erstellung einer Eichgeraden mit-

tels eines Proteinstandards.

2.4 Bestimmung von sezerniertem Kollagen mit-

tels Kollagenase-sensitiven Prolininkorpora-

tionsassay

Materialien

− Szintillationsspektrometer: Packard Instruments, Frankfurt, Deutschland

− Szintillationsflüssigkeit: Packard Instruments, Frankfurt, Deutschland

− 3[H]-Prolin (37000 Bq/ml): Biotrend, Amersham Life Sciences, Buckingham-
shire, Großbritannien

− Trichloressigsäure (TCA 10%, 40%): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Triton X-100 (0,1%): Serva, Heidelberg, Deutschland

− N-Ethylmaleimide (2.5 mM): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Ascorbinsäure (50 mg/l): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− β-Aminoproprionitrile (50 mg/l): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− fötales Kälberserum (10%): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Ethanol (80%): Merck, Darmstadt, Deutschland
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− Natronlauge (NaOH 1 M): Merck, Darmstadt, Deutschland

− Kollagenase (5 mg/ml, Clostridium histolyticum): Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

− Assay-Puffer: 50 mM Tris HCl (pH 7.5), 5 mM CaCl2, 2,5 mM N-ethyl-
maleimide

− Kollagen-Assay-Puffer: Assay-Puffer + 5 mg/ml Kollagenase

Versuchsaufbau

Der Kollagenase-sensitive Prolininkorporationsassay wurde wie bei Eickelberg

et al., 1999 beschrieben duchgeführt. Es handelt sich hierbei um eine modifizier-

te Methode von Agelli and Wahl, 1988. Bei dem Kollagenase-sensitiven-Prolin-

inkorporationsassay macht man sich die Besonderheit des Kollagenaufbaus zunutze.

Die Aminosäure Prolin und Hydroxyprolin wird in einer x-fach höheren Konzentra-

tion im Protein Kollagen im Vergleich zu anderen Proteinen eingebaut. Die bakteri-

elle Kollagenase II setzt radioaktiv markiertes Prolin aus Kollagen, jedoch nicht aus

anderen Proteinen frei. Dazu muss die verwendete Kollagenase frei von unspezifi-

scher Proteinaseaktivität sein. Durch die Verwendung von N-ethylmaleimide (NEM)

wird die durch Kontamination verbleibende proteolytische Aktivität der verwende-

ten Kollagenase gehemmt. Agelli beschreibt, dass nach einer Inkubationszeit von 20

Stunden Änderungen in der Proteinsynthese zu erkennen sind (Agelli and Wahl,

1988).

Für die Versuche wurden die Zellen für 24/48 Stunden mit den entsprechenden

Experimentalmedien zusammen mit 3[H]-Prolin mit einer Aktivität von 18500 Bq/ml

sowie Ascorbinsäure in einer Konzentration von 50 mg/l und β-Aminoproprionitrile

in einer Konzentration von 50 mg/l (vermeidet Quervernetzungen) inkubiert. Die Be-

stimmung von gesamtsezerniertem Protein und gesamtsezernierten Kollagen wurde

im Medium durchgeführt. 400 µl Aliquots des Mediums von jedem Well wurden mit

100 µl Kollagenase Assay Puffer für 4h bei 37 ◦C inkubiert. Parallel wurden 400 µl

Aliquot des Mediums von jedem Well mit 100 µl Assay Puffer für 4 h bei 37 ◦C

inkubiert. Anschließend wurde zu jeder Probe 50 µl fötales Kälberserum und 100 µl

TCA hinzugegeben (Proteinfällung) und für 30 min auf Eis gestellt. Die Präzipitate
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wurden 3 Mal mit 2 ml TCA und 2 Mal mit 80 % Ethanol gewaschen. Im An-

schluss wurden die Präzipitate in 1 M NaOH gelöst und die Radioaktivität mittels

Flüssigkeitsszintillation als desintegrations per minute (=dpm) bestimmt.

Die Menge des gesamtsezernierten Proteins ergibt sich als dpm im Medium ohne

Kollagenase. Die Menge des gesamtsezernierten Kollagens errechnet sich als dpm

ohne Kollagenase minus dpm mit Kollagenase. Der Anteil von gesamtsezernierten

Kollagen am gesamtsezernierten Protein (% Kollagen, Kollagenfraktion) wurde fol-

gendermaßen berechnet,

% Kollagen = (C/P)/ [ [5.4 x (1 – C/P)] + (C/P)] x 100

wobei C die Kollagen-assozierte Aktivität im Medium und P die Kollagenase-

insensitive Aktivität im Medium darstellt. Ein Korrekturfaktor von 5.4 für Nicht-

Kollagenprotein wurde zum Ausgleich für den relativen Überschuss von Prolin und

Hydroxyprolin im Kollagen benutzt. In der nachfolgenden Schemazeichnung sind die

einzelnen Versuchsschritte nochmals aufgeführt (Abb. 2.1).

2.5 Bestimmung von sezerniertem Kollagen mit-

tels Kollagen-ELISA

Materialien

− Multiwell-Multilabel-Reader Victor2: Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg,
Deutschland

− Nunc-Immuno Maxisorb Schalen: Nalgene Nunc International, Naperville, Il-
linois, USA

− Ascorbinsäure (50 mg/l): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− β-Aminoproprionitrile (50 mg/l): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Carbonatpuffer (100 mM): 10.6 g/l Carbonat, pH 9.0

− Phosphat buffered saline (PBS): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 12 mM Gesamt-
Phosphat (in Form von PO4

3− und HPO4
2−), pH 7.4
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Abbildung 2.1 — Versuchsaufbau des Kollagenase-sensitiven Prolininkorpora-
tionsassay.

− Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat (Tween 20): Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

− Kaninchen Antikörper gegen Kollagen Typ I, III, IV (1:1000): Biotrend, Köln,
Deutschland

− Horseradish peroxidase (HRP) konjugierter Zweitantikörper (1:5000): Biotrend,
Köln, Deutschland

− o-phenylenediamine: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Schwefelsäure (H2SO4 1 M): Merck, Darmstadt, Deutschland

− HRP Substrat: 1mg/ml o-phenylenediamine, 11,8 mg/ml Na2HPO4 · 2H2O,
7,3 mg/ml Zitronensäure, 0,015 % H2O2 (in Seralwasser)

− Kollagenstandard: Sigma, Deisenhofen, Deutschland, 1 mg/ml in 0.5 M Essig-
säure, in MEM− verdünnen auf 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 ng/well

Versuchsaufbau
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Zur Bestimmung des sezernierten Kollagentyps wurde ein Enzyme-linked-Immuno-

sorbent-Assay nach den Protokollen von Esposito et al., 2000 und Ziyadeh et al.,

1990 durchgeführt. 100 µl Aliquot der Medien bzw. des Kollagen Standards (ver-

dünnt in MEM−) wurden für 24 h in einer 96 well Nunc-Immuno-Maxisorb-Schale

mit 100 µl Carbonatpuffer inkubiert, dann mit 2% bovinem Serumalbumin in PBS

gewaschen und geblockt. Anschließend wurden die Schalen mit Kaninchen Antikör-

per gegen Kollagen Typ I, III, IV (1:1000) (verdünnt in 2 %-BSA-PBS) für eine

Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3 Waschgängen mit 0.05 % Tween 20

in PBS erfolgte die Inkubation mit dem Horseradish peroxidase (HRP) konjugier-

ten Zweitantikörper (1:5000) in 2%-BSA-PBS für eine Stunde bei Raumtemperatur.

Nach weiteren 3 Waschgängen mit 0.05 % Tween 20 in PBS wurden die Schalen mit

HRP-Substrat inkubiert und die Reaktion nach 15 min mit 1 M H2SO4 gestoppt.

Anschließend wurde die Absorbance bei 490 nm am Multiwell-Multilabel-Reader

Victor2 gemessen.

2.6 Bestimmung der Kollagensynthese mittels Kol-

lagen Western Blot

Materialien

− Ascorbinsäure (50 mg/ml): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− β-Aminoproprionitril (50 mg/ml): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Sodium dodecylsulfate (SDS): Serva, Heidelberg, Deutschland

− Acrylamid, Bisacrylamid, Ammoniumpersulphat (APS): Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

− Tetramethylethylendiamin (TEMED): Amresco, Solon, Ohio, USA

− Redmix: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Trishydroxymethyl-aminomethan (TRIS): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Glycin: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Nitrozellulosemembran, Gel-Blot-Papier: Schleicher und Schüll, Dassel, Deutsch-
land
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− Milchpulver: Naturaflor Töpfer, Dietmanssried, Deutschland

− Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat (Tween 20): Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

− Ethylendiamintetraacetat (EDTA 1 mM): Merck, Darmstadt, Deutschland

− Kaninchen Kollagen Antikörper Typ I, III und IV (1: 1000 verdünnt): Biotrend,
Köln, Deutschland

− Horseradish Peroxidase (HRP) konjugierter Zweitantikörper (1:25000): Biot-
rend, Köln, Deutschland

− Proteinstandard: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− ECL-Reagenz (Enhanced chemoluminiscence): Amersham Life Siences, Buck-
inghamshire, Großbritannien, bestehend aus zwei Reagenzien (Lösung 1 und
2)

− Blocking solution: 5 % Milchpulver in PBS, 0,1 % Tween 20

− Antikörperverdünnungslösung: 5 % BSA in PBS + 0.05 % Tween 20

− 10 x PBS: 80 g/l NaCl, 2 g/l KCl, 14.42 g/l Na2HPO4, 2 g/l KH2PO4

− RIPA Puffer: 50 mM TRIS, 150 mM NaCl, 1 % DOC, 0,1 % SDS, 1 % Triton
X-100

SDS-PAGE-Gel:

− Sammelgel: 5 % Acrylamid, 0,13 % Bisacrylamid, 125 mM TRIS, 1 mM TE-
MED, 0,1% SDS, 0,05 % APS, pH 6,8

− Trenngel: 12 % Acrylamid, 0,32 % Bisacrylamid, 375 mM TRIS, 0,5 mM TE-
MED, 0,1 % SDS, 0,05 % APS, pH 8,8

− Bromphenolblau-Ladepuffer: 50 % Glyzerin, 1 % Bromphenolblau, 1 % Xylen-
cyanol

− SDS-Laufpuffer: 1 g/l SDS, 3,1 g/l TRIS-HCl, 11,4 g/l Glyzin

− Transferpuffer: 25 mmol/l Tris-Base, 150 mmol/l Glyzin, 10 % Methanol

Versuchsaufbau

Die Zellen wurden in 24-Well-Schalen angesät. Nach Erreichen der Konfluenz

erfolgte die Ruhigstellung mit MEM− für 24 Stunden, anschließend die Inkubation

mit den entsprechenden Experimentalmedien sowie mit 50 mg/l Ascorbat und 50

mg/l β-Aminoproprionitrile. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem
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PBS gewaschen und in eiskalten RIPA Puffer für 25 min bei 4 ◦C lysiert. Unlösli-

ches Material wurde durch Zentrifugation bei 12 000 g für 15 min bei 4 ◦C entfernt.

Die Proteine des Zelllysats wurden in einem 3 %igen Sammelgel aufgetragen, auf

einem 8%igem SDS-PAGE Gel (0,6 h bei 11 mA und 2 h bei 21 mA) aufgetrennt

und anschließend auf eine Nitrozellulose Membran transferiert (0,5 h, Blotstrom 2

mA/cm2 im Transferpuffer). Nach dem Blotten erfolgte eine 2-stündige Blockade in

Blocking Solution, anschließend die Inkubation mit dem Erstantikörper. Die Mem-

branen wurden hierfür nacheinander mit Kaninchen Kollagen Antikörper Typ I, III

und IV (1: 1000) über Nacht bei 4 ◦C in Antikörperverdünnungslösung inkubiert.

Danach wurde 2 Mal in Blocking Solution und 1 Mal in PBS/Tween 0.05 % gewa-

schen. Der primäre Antikörper wurde mittels Horseradish-peroxidase konjugiertem

sekundärem Kaninchen IgG Antikörper (1:25.000) sichtbar gemacht (Inkubation für

mindestens 120 min). Anschließend erfolgte ein nochmaliges Waschen 2 x 10 min in

Blocking Solution, 2 x 10min in PBS/Tween 0.05% und 10 min in PBS. Das Ergebnis

wurde mit Amersham Corp. Enhanced Chemiluminenscence System visualisiert. Die

Linearität des Signals wurde mittels Verdünnungsserien nach Herstellerempfehlung

verifiziert. Für densitometrische Analysen wurde Sigmagel 1.05 (Jandel Scientific,

Corte Madera, California, USA) benutzt.

2.7 Semiquantitative Bestimmung der Gelatina-

seaktivität mittels Zymographie

Materialien

− Gelatine: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Coomassie R250: Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− SDS: Serva Heidelberg, Deutschland

− Acrylamid, Bisacrylamid, APS, TEMED: Amresco, Solon, Ohio, USA

− Trishydroxymethyl-aminomethan (TRIS): Sigma, Deisenhofen, Deutschland

− Triton X-100: Serva, Heidelberg, Deutschland

− Lämmlipfuffer: Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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− Ethanol, Methanol: Merck, Darmstadt, Deutschland

− Coomassie Färbung = Stain (1000ml): 425 ml Ethanol, 50 ml Methanol, 100
ml Essigsäure, 425 ml H2O, 2 g Coomassie R250

− Entfärbelösung = Destain (1000ml): 200 ml Methanol, 75 ml Essigsäure, 725
ml H2O

− Enzympuffer: 6,057 g TRIS, 1,11 g CaCl2, 0,136 mg ZnCl2, 1 ml Triton X-100,
0,2 g NaN3 + 1000ml Seralwasser

− SDS-PAGE-Gel: s.o.

− Bromphenolblau-Ladepuffer: s.o.

− SDS-Laufpuffer: s.o.

Versuchsaufbau

Die Zymographie ist eine elektrophoretische Methode zur semiquantitativen Be-

stimmung proteolytischer Aktivität. Sie basiert auf einer SDS-PAGE, bei der in

diesem Fall Gelatine als Substrat kopolymerisiert wird, um die Enzymaktivität von

Gelatinasen im Medium der inkubierten Zellen aufzudecken. Innerhalb eines be-

stimmten Rahmens korreliert die Bandenintensität linear mit der Proteasenmenge.

Zunächst wurden die Zellen für 24 Stunden mit MEM− ruhig gestellt und anschlie-

ßend für 24 Stunden gegenüber den entsprechenden Experimentalmedien exponiert.

Die Aliquots der jeweiligen Medien wurden für 45 min mit Lämmli Probenpuffer

bei 37 ◦C inkubiert (kein Kochen, kein reduzierendes Agens). Im Anschluss wurden

die Proben mittels nichtreduzierender (kein Mercaptoethanol), aber denaturieren-

der Gelatine-SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt. Dazu wurde ein 0.1 % Gelatine-Gel

hergestellt. Die Auftrennung erfolgte bei 25 mA/Gel für 2 Stunden. Nach der Elek-

trophorese wurde SDS durch eine einstündige Inkubation in 2.5 % Triton-X-100

aus dem Gel entfernt. Im Anschluss wurde das Gel für 18 Stunden im Enzympuffer

bei 37 ◦C inkubiert. Zuletzt wurde das Gel mit Coomassie Brilliant Blue gefärbt.

Regionen mit Gelatinase-Aktivität weisen helle Banden auf.
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2.8 Quantitative Bestimmung der Gelatinaseak-

tivität mittels Gelatinaseassay

Materialien

− Multiwell-Multilabel-Reader Victor2: Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg,
Deutschland

− EnzChek Gelatinase/Collagenase Assay Kit: Molecular Probes, Leiden, Nie-
derlande bestehend aus

− DQ Gelatine von Schweinehaut, Fluorescein (fluoreszierender Farbstoff aus
Gruppe der Xanthenfarbstoffe, pH-abhängige Fluoreszenzaktivität) konjugiert,
Inhalt 1 mg Substrat

− 10 facher Reaktionspuffer: 0,5 M Tris-HCl, 1,5 M NaCl, 50 mM CaCl2, 2 mM
NaN3, pH 7.6

− Kollagenase Typ IV von Clostridium histolyticum (500 U)

Versuchsaufbau

Dieser Gelatinase/Collagenase Assay Kit von Molecular Probes dient der quan-

titativen Bestimmung der Kollagenaseaktivität. Als Substrat dient Fluorescein-kon-

jugiertes Gelatin. In Anwesenheit von entsprechenden Kollagenasen entstehen fluo-

reszierende Peptide. Die Fluoreszenz kann photometrisch gemessen werden, wobei

die Fluoreszenzzunahme/Zeit proportional der proteolytischen Aktivität ist. Die Ab-

bauprodukte des DQ-Gelatine-Substrats haben ihr Absorptionsmaximum bei 495

nm und Fluoreszenz-Emissionsmaximum bei 515 nm. Zunächst wurde eine Stamm-

lösung der DQ-Gelatine hergestellt, indem der DQ-Trockensubstanz 1.0 ml deio-

nisiertes Wasser hinzugefügt wurde. Der mitgelieferte Reaktionspuffer wurde mit-

tels dH2O 10-fach verdünnt. Im Folgenden wurde der Überstand der zunächst ru-

hig gestellten und im Anschluss mit entsprechenden Experimentalmedien inkubier-

ten Zellen untersucht. Als Positivkontrolle erfolgte die stufenweise Verdünnung der

mitgelieferten Kollagenase Stammlösung von 1000 U/mL (gelieferte Lösung in 0.5

ml Reaction buffer verdünnen). Für die Assay-Durchführung wurde 80 µl Reak-

tionspuffer in ein Well gegeben, 20 µl DQ-Gelatine-Lösung der Stammlösung (1

mg/ml) hinzugegeben (Endkonzentration 100 µg/ml) und mit dem Reaktionspuffer
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vermischt. Danach wurde äquivalent 100 µl Aliquot der Proben hinzugefügt. Als

Leerwert (sog. blank) diente der Reaktionspuffer. Die Proben wurden bei Raum-

temperatur unter Lichtschutz inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Absorptionsmes-

sung im Multiwell-Multilabel-Reader. Für jeden Zeitwert wurde der entsprechende

Hintergrund-Fluoreszenzwert abgezogen.

2.9 Bestimmung der Radikalbildung mittels Ra-

dikalassay

Materialien

− 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure (HEPES-Ringer):
Merck, Darmstadt, Deutschland

− Dichlorodihydrofluorescin-diacetate (DCF-DA) Stammlösung: Molecular pro-
bes, Leiden, Niederlande

− Dimethylsulfoxid (DMSO), Lösungsmittel, Gefrierschutzmittel: Roth, Karls-
ruhe, Deutschland

− Wasserstoffperoxid (H2O2): Merck, Darmstadt, Deutschland

Versuchsaufbau

Dichlorodihydrofluorescin-diacetate (DCF-DA) ist ein Zell permeierender Indi-

kator für Reacitve Oxygen Species. H2-DCF-DA selbst ist nicht fluoreszierend. Nach

Aufnahme in die Zellen wird die Acetatgruppe des 2´, 7´-Dichlorodihydrofluorescin-

diacetate (H2-DCF-DA) durch intrazelluläre Esterasen hydrolisiert. Das nicht fluo-

reszierende, nicht Zell permeable Dichlorodihydrofluorescin (H2-DCF) wird durch

Reactive Oxygen Species (ROS) zum Fluorochrom Dichlorofluoreszin (DCF) oxi-

diert (Abb. 2.2; Hempel et al., 1999). Durch Anregung mit Licht der Wellenlänge

488 nm kann die Fluoreszenz von DCF bei einer Emissionswellenlänge von 525 nm

detektiert werden (Halliwell and Whiteman, 2004). Konfluente Zellen wurden

nach Ruhigstellung (24 Stunden) mit entsprechenden Experimentalmedien für 48

Stunden inkubiert. Die Experimentalmedien wurden abgenommen und Petris mit

HEPES-Ringer bei 4 ◦C gewaschen. Zu den Zellen wurden HEPES-Ringer und 20
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µM DCF-DA gegeben (20 mM DCF-DA-Stammlösung in DMSO herstellen) und im

Anschluss die Platte sofort in Victor gestellt und der DCF-DA Zeitverlauf bei 37◦C

gemessen.

Abbildung 2.2 — Durch Hydrolisierung von H2-DCF-DA zu H2-DCF und an-
schließender Oxydierung durch ROS entsteht das fluoreszierende DCF.

2.10 Bestimmung der Aktivierung von Signaltrans-

duktionswegen mittels SEAP-Reportergen-

Assay

Materialien

− pEGFP (enhanced green fluorescent protein): Clontech, California, USA

− pXRE-SEAP (XRE-Secreted Alkaline Phosphatase): Clontech, California, USA

− QIAGEN Effectene-Reagenz: QIAGEN GmbH, Hilden, Germany

− MOPS/Triton-Lysepuffer: 20 mMMOPS = 3-(N-Morphilino)-Propan-sulfonsäure
+ 0,1% Triton-X-100 bei pH 7,4

− Secreted Alkaline Phosphatase Puffer (SEAP-Puffer): 60 mM L-Homoarginin,
3 mM MgCl2, 0.2 mM ZnCl2, 100 mM Tris-HCl (pH 9.3)

− AttoPhos-AP-Lösung: AttoPhos-Substrat mit AttoPhos-Puffer mischen (0.6
mg/ml)
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Versuchsaufbau

Um das geeignete Konstrukt für die gewünschten Versuchsbedingungen zu erhal-

ten, wurden die OK-Zellen mit den dementsprechenden Plasmiden transfiziert. Für

die Transfektion wurde nach der Lipofektionsmethode QIAGEN Effectene-Reagenz

entsprechend den Angaben des Herstellers vorgegangen. Dabei wurden folgende

Plasmide verwendet: EGFP (enhanced green fluorescent protein) und ein Secre-

ted alkaline phosphatase (SEAP)-XRE-Konstrukt mit dem jeweils entsprechenden

responsiven Element (XRE, in unserem Fall: NF-κB, AP-1, SRE, CRE) für einen

Signalweg. In diesen Konstrukten ist am jeweiligen XRE die genetische Informati-

on für die sekretorische alkalische Phosphatase (SEAP) gekoppelt. Wird XRE ak-

tiviert, kommt es zur vermehrten Transkription und Bildung dieser Phosphatase,

die von den Zellen nach extrazellulär ins Medium abgegeben wird und deren Ak-

tivität dort bestimmt werden kann. Dabei gilt: je stärker der Signalweg aktiviert

wird, desto stärker wird auch das XRE-Element transaktiviert und desto größer

ist die im Medium gemessene Aktivität der sekretorischen alkalischen Phosphata-

se. Die Aktivität der sekretorischen alkalischen Phosphatase wird hierbei mit Hilfe

des AttoPhos-Systems von Promega bestimmt. Der Phosphatase wird ein geeignetes

Substrat angeboten; nach dessen Verarbeitung kann seine Fluoreszenz (und somit

die Aktivität der sekretorischen alkalischen Phosphatase) gemessen werden. Um den

Erfolg der Transfektion abzuschätzen, wurde den Zellen EGFP als Kontrollplasmid

zugegeben. Generell wurde wie folgt vorgegangen:

Die Zellen wurden in einer 24-Well-Schale angesät; nach 24 h wurden sie unter

Benutzung von Minusmedium (kein FCS) transfiziert. Hierfür wurde ein Mastermix

in sterilen Kryoröhrchen hergestellt aus 0,05 µg pXRE-SEAP (x µl) + 0,05 µg pEGF

(y µl) + 10 µl – (x + y) Serum freies Medium sowie 1,5 µl Polyfect. Dieser wurde gut

gemischt und für 10 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurden die Zellen einma-

lig mit Minusmedium gewaschen. Anschließend erfolgte eine 24-stündige Inkubation

mit dem Mastermix, welcher mit Serum- und Substrat-freien Medium auf 100 µl

gestreckt wurde. Danach erfolgte die Inkubation mit den gewünschten Substanzen

in Minusmedium. Nach weiteren 24 Stunden wurde das Medium von den Zellen ab-

genommen und die Zellen mit MOPS/Triton-Lysepuffer lysiert. Nach 30-minütiger
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Inkubation wurden die Zellen abgekratzt, mit einer Pipette suspendiert und 10 min

bei 12000 rpm zentrifugiert. Mit dem Überstand wurde weitergearbeitet. Zur wei-

teren Aufbereitung der Probe wurden 60 µl der Probe mit 60 µl SEAP-Puffer für

30 min bei 65 ◦C inkubiert, um andere Proteine als die SEAP im Medium zu dena-

turieren. Anschließend wurde im Medium (100 µl) die Aktivität der sekretorischen

alkalischen Phosphatase mittels Zugabe von AttoPhos-AP-Lösung (100 µl) als Sub-

strat der alkalischen Phosphatase bestimmt. Es wurde die Fluoreszenzentwicklung

über die Zeit gemessen (Anregung bei ca. 440 nm, Emission bei ca. 560 nm). Im

Zelllysat wurde an einem Multiwell Counter (Victor2 Wallac) EGFP gemessen.

2.11 Statistik

Alle Berechnungen zur Auswertung der gewonnenen Daten wurden mit Microsoft

Excel 97 bzw. 2000 durchgeführt. Die Graphen zu den Versuchen wurden mit Sig-

ma Blot Software (Jandel Corte Madera, California, USA) erstellt. Die Ergebnisse

wurden als Mittelwert ± SEM (Standard Error of Means, mittlerer Fehler des Mit-

telwertes) angegeben. Die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde durch den

einseitigen/zweiseitigen ungepaarten Student-t-Test geprüft, wobei die Ergebnisse

ab einer Fehlerwahrscheinlichkeit von p < 0.05 als statistisch signifikant betrachtet

wurden (im Graphen mit * gekennzeichnet). Die Anzahl der durchgeführten Versu-

che ist in jedem Graphen als n angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Albumin-induzierte Wachstumsvorgänge der

proximalen Tubuluszellen des Opossums

Zu Beginn meiner Untersuchungen sollte die Frage geklärt werden, ob Albumin-

exposition das Wachstumsverhalten der proximalen Tubuluszellen des Opossums

verändert. Für dieses Experiment wurden die Zellen für 48 Stunden mit bovinem

Serumalbumin in den Konzentrationen 0,1, 1,0 und 10 g/l inkubiert. Anschließend

wurde durch Messung mittels Coulter Counter Z2 Zellzahl und Zellvolumen und

durch Messung mit der BCA Proteinbestimmungsmethode der Proteingehalt der

Zellen ermittelt.

Eine Inkubation der OK-Zellen mit den unterschiedlichen BSA Konzentrationen

führte – wie in Abb. 3.1 dargestellt - zu keiner ausgeprägten Änderung von Zellzahl,

Zellvolumen oder Proteingehalt pro Zelle. Diese Versuchsergebnisse zeigen, dass ei-

ne Exposition der OK-Zellen gegenüber bovinem Serumalbumin keine wesentlichen

Wachstumsveränderungen im Sinne einer Hyperplasie oder Hypertrophie zur Folge

hat. Die im Verlauf zu beobachtenden Effekte sind also nicht auf eine Zunahme der

Zellzahl oder des Proteingehalts der Zelle zurückzuführen.
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Abbildung 3.1 — BSA-induzierte Wachstumsveränderungen der OK-Zellen (obere
Zeile: links Protein pro Petri, mittig Zellzahl, rechts Zellvolumen; untere Zeile: links
Protein pro Zelle, rechts Proteinkonzentration). Ergebnisse jeweils dargestellt als
Prozent der Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation der Zellen mit MEM−) gleich
100 % gesetzt wurde. Inkubationsdauer 48 Stunden; n=12 (3 unterschiedliche
Passagen).

3.2 Einfluss der Proteinurie auf die Kollagen-

homöostase der OK-Zellen

3.2.1 Hintergrund: Kollagensynthese und Kollagendegrada-

tion

3.2.1.1 Kollagensynthese

Kollagen wird als Hauptstrukturprotein des Bindegewebes von unterschiedlichen, z.

T. spezialisierten Zellen gebildet. Das charakteristische Merkmal aller Kollagenty-

pen ist, dass zumindest ein Teil des Moleküls aus drei Polypeptidketten besteht,

welche in Form einer rechtsgängigen Tripelhelix umeinander gewunden sind. Je-
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de Polypeptidkette ist je nach Kollagentyp aus unterschiedlich vielen Aminosäuren

zusammengebaut. Die Primärstruktur setzt sich aus sich wiederholenden Gly-X-Y

Untereinheiten zusammen. Jede dritte Position wird von der kleinsten Aminosäure

Glycin eingenommen. Zwischen den Peptidketten werden Wasserstoffbrückenbin-

dungen ausgebildet. Die X-Position wird häufig von Prolin eingenommen, welches

an der Tripelhelixwindung und der Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen

zu Glycin mitverantwortlich ist. An der Y-Stelle steht oft Hydroxyprolin (Abb. 3.2).

Abbildung 3.2 — Primär-, Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur des Fibrillen-
kollagens modifiziert nach Löffler and Petrides, 1997.

Die unterschiedlichen Polypeptidketten des Kollagens werden an den Riboso-

men des rauhen endoplasmatischen Retikulums als sogenanntes Präprokollagen syn-

thetisiert. Durch Abspaltung des Signalpeptids entsteht Prokollagen, das in den

Golgi-Apparat aufgenommen wird. Hier findet die für die Tripelhelix-Ausbildung

notwendige Hydroxylisierung von Prolin zu Hydroxyprolin (wichtig für Wasserstoff-

brückenbindungen innerhalb der Tripelhelix) und Lysin zu Hydroxylysin (wichtig

für kovalente Quervernetzungen zwischen Kollagenmolekülen) statt. Hierfür ist die
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Anwesenheit von Ascorbinsäure als Kofaktor von essentieller Bedeutung. Nur hydro-

xylierte Prokollagenmoleküle gelangen durch Sekretion ins Interstitium (Löffler

and Petrides, 1997). Im Extrazellulärraum spalten Prokollagenpeptidasen Propep-

tide am C- und N-terminalen Ende ab. So entsteht das Tropokollagen, welches sich

im Falle von Kollagen Typ I zu Fibrillen zusammenlagert. Die Familie der Kollage-

ne umfasst aktuell 26 biochemisch und strukturell unterschiedliche Kollagentypen

(Gelse et al., 2003). Zusätzlich sind ca. zehn weitere Proteine mit kollagenähnlicher

Domäne zu verzeichnen.

3.2.1.2 Kollagendegradation

Der Kollagenabbau erfolgt über für die einzelnen Kollagentypen z.T. spezifische Kol-

lagenasen. Da es sich bei diesen Enzymen um Zink abhängige Endopeptidasen han-

delt, werden sie auch als Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) bezeichnet. Sie sind aus

einer N-terminalen Signalsequenz, einer Propeptid- und einer katalytischen Domä-

ne aufgebaut. Die MMPs werden als inaktive Proenzyme in den Extrazellulärraum

sezerniert. Ihre Aktivierung erfolgt durch Spaltung der Cystein-Zink-Verbindung im

katalytischen Zentrum mit Ablösung der Propeptid-Domäne durch spezifische Pro-

teinasen und nicht-proteolytische Agenzien wie z. B. quecksilberhaltige und denatu-

rierende Stoffe sowie durch reaktive Sauerstoffspezies (Visse and Nagase, 2003).

Die Inaktivierung erfolgt durch endogene Inhibitoren sog. Tissue Inhibitors of Ma-

trixmetalloproteinases (TIMPs). TIMPs sind spezifische Inhibitoren, welche MMPs

in einer 1:1 Stöchiometrie binden. Bisher sind 4 TIMPs charakterisiert (Visse and

Nagase, 2003). Die Regulation der MMP-Expression erfolgt auf verschiedenen Ebe-

nen: Transkription, Aktivierung des latenten Zymogens (Pro-MMP), extrazelluläre

Inhibition, Lokalisation inner- oder außerhalb der Zelle und Internalisierung durch

Endozytose. Gross und Lapiere haben bereits 1962 erstmals ein Enzym beschrie-

ben, welches in der Lage war, Kollgenfibrillen abzubauen (Gross and LaPiere,

1962). Bis dato sind 25 Vertreter bei Verebraten nachgewiesen worden. Die Ein-

teilung erfolgt nach Sekretion in den Extrazellulärraum (5 Strukturklassen) und

membranständige MMPs (3 Strukturklassen). MMPs sind dafür bekannt, dass sie
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die Aktivität vieler Zytokine und Wachstumsfaktoren regulieren (Sternlicht and

Werb, 2001; Visse and Nagase, 2003).

Ziel des ersten Teils meiner Arbeit war zu untersuchen, ob ein vermehrtes Ange-

bot an Albumin zu einer veränderten Kollagenhomöostase der proximalen Tubulus-

zellen des Opossums führt. Mittels Kollagenase-sensitiven Prolininkorporationsassay

wurde die Kollagensekretion der OK-Zellen nach einer vorgegebenen Inkubations-

dauer mit den entsprechenden Experimentalmedien untersucht. Nachdem in der Li-

teratur eine Veränderung der Kollagenproduktion nach ca. 20 Stunden beschrieben

ist (Agelli and Wahl, 1988; Eickelberg et al., 1999), wurde für die Versuche ein

Inkubationszeitfenster von 24 und 48 Stunden ausgewählt. Bei den gewonnenen Er-

gebnissen zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen

Zeitfenstern, so dass sich die Versuchsergebnisse – falls nicht anders angegeben – auf

eine 48-stündige Inkubation beziehen.

3.2.2 TGF-β1-induzierte Kollagensekretion der OK-Zellen

Als erstes wurde untersucht, ob die von uns ausgewählte Zelllinie auf einen typischen

profibrotischen Stimulus (Eddy and Giachelli, 1995) - in unserem Fall TGF-β1

in einer Konzentration von 3 µg/l - positiv im Sinne einer vermehrten Kollagense-

kretion reagiert. Yu et al., 2003 hatten diesen Effekt bereits bei den epithelialen

Tubuluszellen von Ratten nachgewiesen. Die Zellen wurden hierfür auf Filtern an-

gesät und mit der gleichen TGF-β1 Konzentration von 3 µg/l apikal und basolateral

für 24 Stunden inkubiert. Somit konnte eine zusätzliche Unterscheidung in apikale

und basolaterale Kollagensekretion erfolgen.

Eine Inkubation der OK-Zellen mit TGF-β1 führte zu einer signifikanten, präfe-

rentiell apikalen Zunahme der Kollagensekretion im Vergleich zur Kontrolle (Abb.

3.3). Das von uns gewählte Zellkulturmodell reagiert „adäquat“ im Sinne einer ver-

mehrten Kollagensekretion auf einen typischen profibrotischen Stimulus.
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Abbildung 3.3 — TGF-β1-induzierte Kollagenfraktion apikal – basolateral im
Vergleich zur Kontrolle (Inkubation mit MEM−). Kollagenfraktion: Anteil des ge-
samtsezernierten Kollagens am gesamtsezernierten Protein. Inkubationsdauer 48 h.
n=3 (1 Passage); * P<0,05 versus Kontrolle.

3.2.3 Albumin-induzierte Kollagensekretion der OK-Zellen

Als nächstes erfolgte die Inkubation mit bovinem Serumalbumin in unterschiedlichen

– pathophysiologisch relevanten – Konzentrationen. Nach Inkubation der OK-Zellen

mit steigenden BSA-Konzentrationen beobachtete man eine signifikante Zunahme

von gesamtsezernierten Protein und gesamtsezernierten Kollagen im Vergleich zur

Kontrolle (Abb. 3.4). Indem das gesamtsezernierte Kollagen auf das gesamtsezer-

nierte Protein bezogen wurde (siehe Inlet), konnte gezeigt werden, dass die BSA-

Exposition zu einer präferentiellen Zunahme der Kollagensekretion führte. Bereits

bei einer Albuminkonzentration von 100 mg/l war eine signifikante Zunahme der

Kollagenfraktion im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen.
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Abbildung 3.4 — Links: BSA-induziertes gesamtsezerniertes Protein, rechts BSA-
induziertes gesamtsezerniertes Kollagen als desintegrations per minute (linke Y-
Achse) bzw. als Prolin-Äquivalente fmol/well (rechte Y-Achse); Inlet: Albumin-
induzierte Kollagenfraktion in Prozent: Kollagen % = (C/P)/ [ [5.4 x (1 – C/P)]
+ (C/P)] x 100; C: Kollagenase-assoziierte Aktivität im Medium; P: Kollagenase-
insensitive Aktivität im Medium. Inkubationsdauer 48 Stunden; n= 15 (5 unter-
schiedliche Passagen). * P<0,05 versus Kontrolle.

3.2.4 Rolle der freien Fettsäuren bei der Albumin-indu-

zierten Kollagensekretion

Albumin als bekanntes Transportprotein besitzt Bindungsstellen für freie Fettsäuren

und fungiert somit als Lipoprotein. Freie Fettsäuren (lysophosphatitic acid) weisen

durch Produktion von lipid chemoattractant factor Wachstumsfaktor-ähnliche Ei-

genschaften auf (Hamilton et al., 1991; Thomas and Schreiner, 1993; Dixon

and Brunskill, 1999b; Thomas et al., 2002; Arici et al., 2002). Um den Einfluss

der freien Fettsäuren auf die Kollagensekretion zu untersuchen, erfolgte der gleiche

Versuchsaufbau mit analogen FAF-BSA Konzentrationen.

Wie in Abb. 3.5 dargestellt, zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

der fatty acid free und der nicht-fatty acid free Albumin-induzierten Kollagensekre-

tion.
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Abbildung 3.5 — Vergleich BSA- und FAF-BSA-induzierte Kollagenfraktion (%)
mittels Kollagenase-sensitiven Prolininkorporationsassay. Kollagenfraktion: Anteil
des gesamtsezernierten Kollagens am gesamtsezernierten Protein. Inkubationsdauer
48 Stunden. n=3 (1 Passage). * P<0,05 versus Kontrolle.

3.2.5 Bestimmung pathophysiologisch relevanter Kollagen-

typen

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass Albuminexposition zu einer vermehrten

Kollagensekretion führt, stellte sich als nächstes die Frage, welcher Typ von Kollagen

sezerniert wird. Wie bei Alexakis et al. aufgezeigt, ändert sich die Zusammensetzung

der Extrazellulärmatrix unter pathophysiologischen Bedingungen (Alexakis et al.,

2006). Dabei kommt es zu einer Zunahme von Kollagen Typ I, III und IV (Soy-

lemezoglu et al., 1997). Im Frühstadium der diabetischen Nephropathie sind vor

allem Kollagen Typ IV, Fibronektin und Laminin im Bereich der glomerulären Ba-

salmembran und im Mesangium erhöht (Ihm et al., 1992; Park et al., 1997). Im

späteren Stadium sind vor allem fibrilläres und interstitielles Kollagen Typ I und III
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sowie V und VI nachzuweisen (Makino et al., 1994; Gilbert et al., 1998; Rossert

et al., 2000). Mittels Kollagen-ELISA wurde der Überstand der mit unterschiedlicher

Albuminkonzentration inkubierten OK-Zellen auf die pathophysiologisch relevanten

Kollagentypen I, III und IV mit entsprechenden Kollagen Antikörpern vom Kanin-

chen untersucht.

Abbildung 3.6 — BSA-induzierte Kollagen Typ I, III, IV Sekretion. Ergebnis dar-
gestellt als % der Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation mit MEM−) gleich 100 %
gesetzt wurde. Inkubationsdauer 48 Stunden, n=12 (3 unterschiedliche Passagen).

Albuminexposition führte – wie in Abb. 3.6 gezeigt - bei einer BSA-Konzentration

von 100 mg/l zu einem signifikanten Anstieg von sezerniertem Kollagen Typ I, III

und IV. Bei einer Konzentration von 1000 mg/l BSA zeigte sich bei Typ III und

IV noch immer eine signifikante Erhöhung der Kollagensekretion im Vergleich zur
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Kontrolle, jedoch im Vergleich zur Konzentration von 100 mg/l BSA stellte sich

bereits ein Rückgang der Kollagensekretion dar. Kollagen Typ I war im Vergleich

zur Kontrolle bei einer BSA Konzentration von 1000 mg/l nicht signifikant zum

Ausgangswert verändert. Eine Exposition gegenüber BSA 10000 mg/l reduzierte die

Kollagensekretion von Typ I und III sogar unter den Ausgangswert. Für alle geteste-

ten Kollagentypen bestand ein Konzentrations-abhängiger biphasischer Verlauf der

Albumin-inudzierten Kollagensekretion.

3.2.6 Albumin-induzierte Kollagensynthese

Bisher konnte gezeigt werden, dass Albuminexposition zu einer Zunahme von Kol-

lagen Typ I, III und IV im Medium führt. Als nächstes sollte untersucht werden, ob

dieser Effekt auf eine vermehrte Kollagensynthese zurückzuführen ist. Hierfür wur-

den die OK-Zellen mit den entsprechenden Albuminkonzentrationen für 48 Stunden

inkubiert. Anschließend wurde aus dem Zelllysat ein Western Blot gegen Kollagen

Typ I, III und IV durchgeführt. In Abb. 3.7 (links) sind Ausschnitte aus Original

Western Blots gegen Kollagen Typ I, III und IV abgebildet.

Abbildung 3.7 — Links: Ausschnitt aus Orginal Kollagen-Westernblots (Grössen-
bereich zwischen 170-250 kD); BSA-induzierte Kollagensynthese Typ I, III, IV aus
Zelllysaten der OK-Zellen. Inkubationsdauer 48 Stunden. Rechts: Graphische Dar-
stellung der densitometrischen Ausmessung der Westernblotbanden mittels Sigma
Gel. Dargestellt als Prozent der Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation mit MEM−)
als 100 % gesetzt wurde.

Bei einer Albuminkonzentration von 100 mg/l kam es für alle untersuchten Kol-

lagentypen im Vergleich zur Kontrolle zu einer Verstärkung der Banden. Bei einer
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Albuminkonzentration von 1000 mg/l erschienen die Banden von Typ I und III Kol-

lagen schwächer als die Kontrollbanden. Eine densitometrische Auswertung mittels

Sigma Gel bestätigte die visuellen Werte (Abb. 3.7 rechts). Albuminexposition führt

zu einer vermehrten Synthese von Kollagen Typ I, III und IV. Ebenso wie bei der

Kollagensekretion zeigte sich auch hier ein biphasischer Verlauf.

3.2.7 Albumin-induzierter Kollagenabbau

Bisher konnte nachgewiesen werden, dass Albuminexposition zu einer präferentiel-

len Zunahme der Kollagensekretion (Typ I, III, IV) durch eine vermehrte Kolla-

gensynthese (Typ I, III, IV) führt. Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die

Vermehrung des sezernierten Kollagens ebenso auf einen verminderten Abbau zu-

rückzuführen ist.

3.2.7.1 Semiquantitative Bestimmung der Kollagenaseaktivität mittels

Zymographie

Um eine Aussage über den Albumin-induzierten Kollagenabbau machen zu können,

wurde eine Zymographie aus dem Überstand der mit BSA-inkubierten OK-Zellen

durchgeführt.

In Abb. 3.8 ist eine Orginalzymographie dargestellt. Nach der Färbung mit

Coomassie-Blue mit anschließendem Destain zeichneten sich zwei Banden unter-

schiedlicher Molekülgrösse ab. Mittels eines mitlaufenden Proteinstandards zeigte

sich für die nicht angefärbten Banden eine Molekülgröße von ca. 90 und 70 kD. In

der Literatur liegt die Molekülgrösse für die Matrixmetalloproteinase 2 (sog. Ge-

latinase A) bei ca. 72 kD, für die Matrixmetalloproteinase 9 (sog. Gelatinase B)

bei ca. 95 kD. Unter steigender BSA-Konzentration kam es zu einer Abnahme der

Bandenintensität sowohl für Gelatinase A als auch für Gelatinase B. Um eine quan-

titative Aussage über die Albumin-induzierte MMP-Aktivität (Gelatinaseaktivität)

im Medium treffen zu können, erfolgte die Durchführung eines Gelatinase-Assays.
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Abbildung 3.8 — Ausschnitt aus Orginalzymographie mit Gelatine Gel 0.1 %,
Coomassiefärbung. Darstellung der Kollagenaseaktivität nach Inkubation mit un-
terschiedlichen BSA Konzentrationen. Gelatinase A (= MMP2): Molekülgrösse von
ca. 70 kD; Gelatinase B (= MMP9): Molekülgrösse von ca. 90 kD.

3.2.7.2 Quantitative Bestimmung der Kollagenaseaktivität mittels Ge-

latinaseassay

Um eine quantitative Aussage über die Albumin-induzierte MMP-Aktivität (Ge-

latinaseaktivität) im Medium treffen zu können, erfolgte die Durchführung eines

Gelatinase-Assays. In Abb. 3.9 ist ein Gelatinaseassay im Originalverlauf als Fluo-

reszenzmessung über die Zeit aufgezeigt.

Eine Exposition der OK-Zellen gegenüber einer Albuminkonzentration von 1000

mg/l führte zu einer signifikanten Abnahme der Gelatinaseaktivität (Abb. 3.10,

angegeben als Steigung im linearen Bereich).

Eine direkte Applikation von Albumin zu den Experimentalmedien zeigte keine

Veränderung der zuvor gewonnenen Ergebnisse. Zusammenfassend kann gesagt wer-

den, dass die Albuminexposition zu einer gestörten Kollagenhomöostase im Sinne

einer vermehrten Kollagensynthese und eines verminderten Kollagenabbaus führt.

45



Abbildung 3.9 — Orginalverlauf eines Gelatinaseassays aus dem Überstand der
für 48 Stunden mit MEM− und BSA (1g/l) inkubierten OK-Zellen. Dargestellt als
DQ-Fluoreszenzmessung in Photonen pro Sekunde (p/s) über die Zeit in Minuten
(min).

Abbildung 3.10 — Kollagenaseaktivität im Medium der OK-Zellen nach 48 stün-
diger Inkubation mit BSA (1 g/l). Dargestellt als Prozent der Kontrolle, wobei
Kontrolle (Inkubation mit MEM−) gleich 100 % gesetzt wurde. n=12 (3 unter-
schiedliche Passagen). * P<0,05 versus Kontrolle.
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3.3 Signaltransduktion der Albumin-induzierten

Kollagensekretion

3.3.1 Pharmakologische Hemmung der Albumin-induzierten

Kollagensekretion

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein vermehrtes An-

gebot von Albumin zu einer gestörten Kollagenhomöostase der proximalen Tubu-

luszellen des Opossums führt. Als nächstes sollte die Frage untersucht werden, über

welche Signaltransduktionswege die beobachteten Effekte vermittelt werden. In der

Literatur kommt der Proteinkinase A und C sowie den MAP-Kinasen eine zentrale

Rolle im Rahmen inflammatorischer und fibrotischer Umbauvorgänge zu. Mittels zur

Verfügung stehender pharmakologischer Inhibitoren wurde der Beitrag der einzelnen

Signaltransduktionswege an der Albumin-induzierten Kollagensekretion anhand ei-

nes Kollagen-ELISA untersucht. H89 wurde als Inhibitor der Proteinkinase A, U0126

als spezifischer Inhibitor des MAP-Kinase Weges ERK 1/2, BIM als Inhibitor der

Proteinkinase C und PDTC für die Hemmung der NF-κB Aktivierung gewählt.

Inhibierung der Proteinkinase C mittels BIM, der NF-κB Aktivierung mittels

PDTC und der Proteinkinase A mittels H89 reduzierte die Albumin-induzierte Kol-

lagensekretion (BSA 100 mg/l) von Typ I, III und IV signifikant (Abb. 3.11). Eine

Inkubation mit den einzelnen Inhibitoren selbst zeigte keinen Effekt im Vergleich

zur Kontrolle (hier nicht dargestellt). Hemmung der ERK1/2-Aktivierung mittels

U0126 führte überraschenderweise zu einer überproportionalen Zunahme der Typ I

Kollagen Sekretion.

3.3.2 Pharmakologische Hemmung der Wirkung von Albu-

min auf die Kollagenaseaktivität

Bereits zuvor konnte eine Reduktion der Gelatinaseaktivität durch eine Exposition

der Zellen gegenüber Albumin nachgewiesen werden. Jetzt sollte durch pharmako-
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Abbildung 3.11 — BSA-induzierte Kollagen Typ I, III, IV Sekretion in Anwesenheit
von verschiedenen pharmakologischen Inhibitoren: ERK1/2 Aktivierungshemmer U
0126 (10 µmol/l), PKC Hemmer BIM (100 nmol/l), NF-κB Aktivierungshemmer
PDTC (100 µmol/l), PKA-Hemmer H 89 (5 µmol/l). Dargestellt als Prozent der
Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation mit MEM−) gleich 100 % gesetzt wurde.
n=6-9 (2-3 unterschiedliche Passagen). * P<0,05 versus alleinige BSA-Inkubation.
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logische Aktivierung und Hemmung eine mögliche Beteiligung der Proteinkinase C

an dem durch Albumin vermittelten Effekt untersucht werden.

Abbildung 3.12 — Gelatinaseaktivität aus dem Medium der OK-Zellen nach
48 stündiger Inkubation mit BSA (1 g/l), PKC-Aktivator DOG (50 µM), PKC-
Hemmer BIM (500 nM), BSA (1 g/l) + BIM (500 nM). Dargestellt als % der
Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation mit MEM−) gleich 100 % gesetzt wurde.
n=4 (1 Passage). * P<0,05 versus Kontrolle.

Abb. 3.12 zeigt, dass eine Inkubation mit BIM alleine bereits einen signifikan-

ten Eigeneffekt mit Reduktion der Gelatinaseaktivität aufwies. Die Hemmung der

Proteinkinase C mittels BIM konnte den BSA-vermittelten Effekt der reduzierten

Gelatinaseaktivität nicht vermindern. Somit ist die Hypothese, dass Albumin die

Gelatinaseaktivität durch Aktivierung von Proteinkinase C vermindert, falsifiziert.

Eine Aktivierung der Proteinkinase C mittels 1,2-Dioctanoyl-glycerol (DOG) 50 µM

führte zu keiner Zunahme der Gelatinaseaktivität.
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3.3.3 Albumin-induzierte Aktivierung von Signaltransduk-

tionswegen

Die für eine veränderte Extrazellulärmatrix verantwortlichen „profibrotischen“ Gene

(z. B. Gene für Kollagen, TIMP, TGF-β) werden u. a. durch die im Folgenden kurz

charakterisierten Transkriptionsfaktoren induziert.

3.3.3.1 NF-κB

Der Transkriptionsfaktor nucleor factor kappa light chain enhancer of activated B-

Cells (NF-κB) kommt praktisch ubiquitär in allen Zellen vor. Er induziert durch

Bindung an ein entsprechendes Responsives Element die Transkription entsprechen-

der Zielgene. Der NF-κB setzt sich aus zwei von insgesamt 7 existierenden Unterein-

heiten zusammen und liegt in den meisten Fällen inaktiv an das inhibitorische κ-B

Protein (I-κB) gebunden im Zystosol vor. Phosphorylierung von I-κB führt zur Dis-

soziation des I-κB/NF-κB-Komplexes und Verlagerung von NF-κB in den Zellkern.

Dort bindet es an spezifische DNA-Sequenzen in den Promotorregionen der Zielgene

und führt auf diese Weise zur gesteigerten Transkription derselben. Die Aktivierung

von NF-κB erfolgt über Wachstumsfaktoren, Zytokine, bakterielle und virale Anti-

gene sowie chemische und physikalische Noxen. Charakteristisch für den NF-κB Weg

ist die schnelle – innerhalb weniger Minuten stattfindende – Aktivierung, die dar-

auf zurückzuführen ist, dass NF-κB bereits funktionsfähig im Zytoplasma vorliegt

und nur noch von seinem inhibitorischen Protein gelöst werden muss (Löffler and

Petrides, 1997).

Eine Exposition der OK-Zellen gegenüber BSA führte zu einem signifikanten

Anstieg der NF-κB-SEAP Aktivität (Abb. 3.13). Ein ähnlicher Effekt konnte für

FAF-BSA nachgewiesen werden. Eine Inkubation mit dem Polysaccharid Dextran

zeigte keinen Effekt. Diese Daten belegen, dass Albumin den NF-κB-Signalweg sti-

muliert. Durch direkte Hemmung der NF-κB Aktivierung mittels dem Antioxidanz

Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) in einer Konzentration von 100 µmol/l wur-

de die Albumin induzierte NF-κB-Aktivierung signifikant reduziert. PDTC alleine

zeigte keinen Effekt. Um die der NF-κB Aktivierung vorgeschalteten Signalwege zu
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untersuchen, erfolgte die pharmakologische Hemmung der Proteinkinase A und C.

Als Ergebnis zeigte sich, dass pharmakologische Hemmung der Proteinkinase C mit-

tels BIM in einer Konzentration von 100 nmol/l zu einer signifikanten Reduktion

der BSA-induzierten NF-κB Aktivierung führte, wobei BIM alleine keinen Eigenef-

fekt hatte. Hemmung der Proteinkinase A mit H89 in einer Dosierung von 5 µmol/l

beeinträchtigte die Albumin-induzierte NF-κB-Aktivierung nicht.

3.3.3.2 Activator-Protein 1 (AP-1)

Wurde anstelle des NF-κB Responsiven Elements Aktivator Protein 1 (AP-1) einge-

setzt, zeigte sich eine signifikante Aktivierung der SEAP nach Albumininkubation

(Abb. 3.14). Auch hier führte BIM zu einem signifikanten Rückgang der Albumin-

induzierten AP-1 Aktivierung, mit H89 zeigte sich kein Effekt.

Im Verlauf wurde der SEAP Reporter Genassay noch unter Verwendung von

SRE und CRE als Responsives Element durchgeführt. Die Aktivierung von SRE

erfolgt über ERK1/2 Aktivierung, die von CRE über die Proteinkinase A. Wie in

Abb. 3.15 gezeigt, konnte sowohl für SRE als auch für CRE eine Albumin-induzierte

Aktivierung nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse lassen folgende Schlussfolgerung zu: Albuminexposition führt zu

einer Aktivierung des NF-κB, AP-1, SRE und CRE Signaltransduktionsweges. Dabei

scheint die Proteinkinase C der NF-κB- und AP-1-Aktivierung vorausgeschaltet zu

sein, da Hemmung der PKC mittels BIM die Albumin-induzierte NF-κB und AP-1

Aktivierung signifikant reduzieren konnte.

3.3.3.3 Reactive Oxygen Species als Second Messenger

Neben den geläufigen Signaltransduktionswegen sind in den letzten Jahren vermehrt

die Reactive Oxygen Species (ROS) als Second Messenger in den Mittelpunkt der

Untersuchungen gerückt. ROS entstehen nicht nur als toxisches Nebenprodukt im

oxidativen Stoffwechsel, sondern fungieren in vielen physiologischen und pathophy-

siologischen Prozessen als Intermediärprodukt oder Botenstoffe in den einzelnen

Signaltransduktionskaskaden (Dröge, 2002). ROS können intra- oder extrazellulär

entstehen, wobei verschiedene Enzymsysteme an der Entstehung der ROS beteiligt
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Abbildung 3.13 — NF-κB Reporter Aktivität der OK-Zellen nach 24-stündiger
Inkubation mit verschiedenen Experimentalmedien: Dextran (0,1 g/l), BSA (0,1
g/l), BIM (100 nmol/l), PDTC (100 µmol/l), H89 (5 µmol/l), FAF-BSA (0,1 g/l).
Dargestellt als Prozent der Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation mit MEM−)
gleich 100 % gesetzt wurde. n=9 (3 unterschiedliche Passagen). * P<0,05 versus
BSA alleine.

Abbildung 3.14 — AP-1 Reporter Aktivität der OK-Zellen nach 24-stündiger
Inkubation mit verschiedenen Experimentalmedien: Dextran (0,1 g/l), BSA (0,1
g/l), BIM (100 nmol/l), H89 (5 µmol/l). Dargestellt als Prozent der Kontrolle,
wobei Kontrolle (Inkubation mit MEM−) gleich 100 % gesetzt wurde. n=6 (2
unterschiedliche Passagen). * P<0,05 versus BSA alleine.
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Abbildung 3.15 — Darstellung der SEAP Aktivität für SRE und CRE als Re-
sponsives Element nach 24-stündiger Inkubation der OK-Zellen mit BSA (0,1 g/l).
Basic: Reporter Plasmid ohne Verwendung eines enhancer elements. Dargestellt
als Prozent der Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation mit MEM−) gleich 100 %
gesetzt wurde. n=6 (2 unterschiedliche Passagen). * P<0,05 versus Kontrolle.

sind: Enzyme der mitochondrialen Atmungskette, Xanthinoxidasen, NO-Synthase,

P450 Monooxygenase und NADPH Oxidase. Die Konzentration in der Zelle wird

durch Bildung und Abbau der ROS bestimmt, wobei die Homöostase eine entschei-

dende Rolle für den physiologischen Ablauf in der Zelle spielt (Dröge, 2002). Immer

wieder wird die bedeutende Rolle der ROS beim akuten und chronischen Nierenver-

sagen hervorgehoben. So konnte z. B. de la Cruz et. al. zeigen, dass Wasserstoffper-

oxid (H2O2) die extrazelluläre Matrix-Synthese in kultivierten, humanen mesangia-

len Zellen erhöht (Iglesias-De La Cruz et al., 2001). Im nächsten Versuchsschritt

sollte anhand des DCF-DA Assays (2´, 7´-Dichlorodihydrofluorescin-diacetate) un-

tersucht werden, ob eine Inkubation der OK-Zellen mit bovinem Serumalbumin

zu einer vermehrten H2O2-Produktion führt. In Abb. 3.16 ist ein Orginal-DCF-

DA Verlauf als Fluoreszenz über die Zeit aufgetragen. Albumin führte im Vergleich

zur Kontrolle zu einer konzentrationsabhängigen Abnahme der intrazellulären H2O2

Produktion. Abb. 3.17 zeigt eine Zusammenfassung mehrerer DCF-DA Einzelver-

suche. Auch bei der Inkubation mit FAF-BSA kam es zu einem Trend der Dosis-

abhängigen Abnahme der H2O2 Produktion (siehe Abb. 3.17). Dextran zeigte kei-

nen signifikanten Effekt. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die
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Albumin-induzierte Kollagensekretion nicht auf eine vermehrte H2O2 Produktion

zurückzuführen ist.

3.4 Zentrale Rolle der Albuminendozytose bei der

Albumin-induzierten Kollagensekretion

Bisher konnte nachgewiesen werden, dass die Albuminexposition über unterschied-

liche Signaltransduktionswege zu einer veränderten Kollagenhomöostase der proxi-

malen Tubuluszellen des Opossums führt. Als nächstes sollte untersucht werden, ob

für die beobachteten Effekte die Aufnahme von Albumin in die Zelle notwendig ist.

3.4.1 Albumin-induzierte Kollagensekretion bei Zellen un-

terschiedlicher endozytotischer Aktivität

Zunächst wurden Zellen unterschiedlicher endozytotischer Aktivität mit Albumin

inkubiert und anschließend mittels Kollagen-ELISA die Albumin-induzierte Kolla-

gensekretion bestimmt. Die einzelnen Zelllinien wurden ausführlich in Material und

Methoden charakterisiert. Neben den OK-Wildtyp Zellen exprimieren auch die LLC-

PK1-Zellen die Endozytoserezeptoren Cubilin und Megalin. Beide Zelltypen weisen

- wie Mikropunktionsstudien gezeigt haben - Endozytoseaktivitäten ähnlich den in

vivo Bedingungen auf. NHE3-defiziente Zellen besitzen – wie bei Gekle et al. aus-

führlich beschrieben - eine im Vergleich zu OK-Wildtyp Zellen dramatisch reduzierte

Endozytoseleistung (Gekle et al., 2002). IHKE1- und MDCK-Zellen exprimieren

Cubilin und Megalin nicht.

In Abb. 3.18 wurde die Albumin-induzierte Kollagensekretion von Zelllinien mit

hoher endozytotischer Aktivität (OK-Zellen, LLC-PK Zellen) versus Zelllinien mit

niedriger endozytotischer Aktivität (NHE3-defiziente OK-Zellen, MDCK Zellen, IH-

KE1 Zellen) verglichen. Eine 48-stündige Albuminexposition mit 100 mg/l führte

bei OK- und LLC-PK1-Zellen zu einer signifikanten Zunahme der Kollagensekretion

von Typ I, III und IV. Bei den Zelllinien mit niedriger endozytotischen Aktivität –

NHE3-defiziente OK-Zellen, MDCK- und IHKE1- Zellen - wurde nach Albuminin-
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Abbildung 3.16 — Orginalverlauf eines DCF-DA Fluoreszenzassays aus dem Über-
stand der für 48 Stunden mit MEM− und unterschiedlichen BSA-Konzentrationen
inkubierten OK-Zellen. Dargestellt als DCF-DA Fluoreszenzmessung in Photonen
pro Sekunde (p/s) über die Zeit in Minuten (min).

Abbildung 3.17 — Zusammenfassung mehrerer DCF-DA Assays. H2O2 Produk-
tion nach Inkubation mit unterschiedlichen BSA- und FAF-BSA-Konzentrationen
sowie Dextran. Dargestellt als Prozent der Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubati-
on mit MEM−) gleich 100 % gesetzt wurde. n=4-20 (1 bis 5 unterschiedliche
Passagen). * P<0,05 versus Kontrolle.
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kubation sogar eine signifikante Reduktion der Sekretion von Kollagentyp I, III und

IV unter den Kontrollwert beobachtet.

Abbildung 3.18 — Kollagensekretion unterschiedlicher Zelllinien mit unterschied-
licher endozytotischer Aktivität nach 48-stündiger Inkubation mit BSA (0,1 g/l).
Dargestellt als Prozent der Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation mit MEM−)
gleich 100 % gesetzt wurde. Endozytoserate des proximalen Tubulus liegt bei un-
gefähr 0,45 ng Albumin/min/mm2. n=6-15 (2-5 unterschiedliche Passagen). *
P<0,05 versus Kontrolle.

3.4.2 Pharmakologische Hemmung der Albuminendozytose

Pharmakologisch kann die Albuminendozytose mittels 5-N-ethyl-N-isopropyl-amilo-

ride (EIPA), einem selektiven Hemmer des NHE3, inhibiert werden; wobei eine EIPA

Konzentration von 30 µmol/l zu einer Verringerung der Albuminendozytose um 70

% führt (Gekle et al., 1999).
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Im Kollagenase-sensitiven Prolininkorporationsassay kam es durch Hemmung des

NHE3 mittels EIPA zu einer signifikanten Reduktion der BSA-induzierten Kollagen-

sekretion (Abb. 3.19).

Zur zusätzlichen Bestätigung unserer Ergebnisse wurde noch ein Kollagen-ELISA

durchgeführt. Der Kollagen ELISA (Abb. 3.20) bestätigte, dass eine Hemmung der

Albuminendozytose mittels EIPA in einer Konzentration von 30 µmol/l eine signi-

fikante Reduktion der Albumin-induzierten Kollagensekretion bewirkt.

Daraus kann gefolgert werden, dass Albumin von der proximalen Tubuluszelle

aufgenommen werden muss, um die beobachtete profibrotische Wirkung zu vermit-

teln.

3.4.3 Abhängigkeit der Albumin-induzierten Aktivierung

verschiedener Signaltransduktionswege von der Albu-

minendozytose

Als Nächstes wurde untersucht, ob für die Aktivierung bestimmter Signaltransduk-

tionswege (in diesem Fall NF-κB) ebenfalls die Aufnahme von Albumin in die pro-

ximale Tubuluszelle entscheidend ist. Bei den OK-Wildtypzellen zeigte sich nach

Albumininkubation - wie bereits oben dargestellt - eine deutliche Aktivierung des

NF-κB Signalweges im Vergleich zu den NHE3-defizienten OK-Zellen und den IH-

KE1 Zellen, beides Zelllinien mit niedriger endozytotischer Aktivität (Abb. 3.21).

Eine pharmakologische Hemmung der Albuminaufnahme mittels EIPA (Abb.

3.22) konnte – wie erwartet - die Albumin-induzierte NF-κB Aktivierung reduzieren.

EIPA alleine zeigte keinen Effekt.

Somit ist die Albuminaufnahme in die proximale Tubuluszelle nicht nur für die

Albumin-induzierte Kollagensekretion, sondern auch für die Albumin-induzierte Ak-

tivierung verschiedener Signaltransduktionswege (hier nur NF-κB SEAP aufgeführt)

essentiell.
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Abbildung 3.19 — BSA-induziertes Kollagen (1 g/l) nach pharmakologischer
Hemmung der Albuminendozytose mittels dem NHE3 Inhibitor EIPA (30 µmol/l).
Dargestellt als desintegrations per minute (dpm). Inkubationsdauer 48 h. n=6 (2
unterschiedliche Passagen). * P<0,05 versus BSA-Inkubation alleine.

Abbildung 3.20 — BSA-induzierte Kollagensekretion nach pharmakologischer
Hemmung der Albuminendozytose mittels dem NHE3 Inhibitor EIPA. Dargestellt
als Prozent der Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation mit MEM−) gleich 100 %
gesetzt wurde. Inkubationsdauer 48 h. n=6 (2 unterschiedliche Passagen). * P <
0,05 versus BSA alleine.
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Abbildung 3.21 — NF-κB Aktivierung bei unterschiedlichen Zelllinien mit un-
terschiedlicher endozytotischer Aktivität nach 48-stündiger Inkubation mit BSA
(0,1 g/l). Dargestellt als Prozent der Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation mit
MEM−) gleich 100 % gesetzt wurde. Inkubationsdauer 48 h. n=6-15 (2-5 unter-
schiedliche Passagen). * P<0,05 versus BSA-Inkubation bei OK-Wildtyp-Zellen.

Abbildung 3.22 — BSA-induzierte NF-κB Aktivierung in Anwesenheit von EIPA.
Dargestellt als Prozent der Kontrolle, wobei Kontrolle (Inkubation mit MEM−)
gleich 100 % gesetzt wurde. Inkubationsdauer 48 h. n=6 (2 unterschiedliche Pas-
sagen). * P<0,05 versus BSA alleine.
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4 Diskussion

Die Proteinurie ist in den letzten Jahren vermehrt in den Mittelpunkt klinischer

und experimenteller Untersuchungen gerückt. Zum Zeitpunkt ihrer Diagnose liegt

bereits in den meisten Fällen eine Nierenschädigung vor. Ein Fortbestehen der Prote-

inurie führt anschließend zu einer raschen Progredienz der Niereninsuffizienz mit dem

Endstadium der Dialysepflichtigkeit (Gansevoort et al., 1997; de Zeeuw et al.,

2004b; Chiurchiu et al., 2005). Weiterhin ist das Vorhandensein einer Proteinurie

ein unabhängiger Risikofaktor für die kardiovaskuläre Mortalität (Ritz et al., 2002;

Heerspink et al., 2006). Das wichtigste Ziel bei chronischen Nierenerkrankungen

ist - neben der Behandlung der Grunderkrankung - eine Reduktion der Proteinurie

(Zandi-Nejad et al., 2004), da dadurch die Nierenfunktion länger aufrecht erhal-

ten werden kann (Remuzzi et al., 2006) und die kardiovaskuläre Mortalität gesenkt

wird (Baines and Brunskill, 2008). Eine zentrale Rolle in dieser Eventkaskade,

welche über inflammatorische und fibrotische Umbauveränderungen zur terminalen

Niereninsuffizienz führt, kommt dabei der Interaktion Protein - proximale Tubulus-

zelle, dem Ort der Proteinrückresorption, zu (Birn and Christensen, 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde systematisch der Einfluss eines vermehrten Al-

buminangebots auf die Kollagenhomöostase kultivierter proximaler Tubuluszellen

untersucht. Dabei spielten vor allem die in der Literatur beschriebenen pathophy-

siologisch relevanten Kollagentypen eine Rolle (Alexakis et al., 2006). Weiterhin

wurden mögliche beteiligte Signaltransduktionswege aufgezeigt sowie die zentrale

Rolle der Albuminaufnahme in die proximale Tubuluszelle im Rahmen dieses Ge-

schehens belegt.
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4.1 Zellkulturmodell

Der Großteil der Untersuchungen wurde an den proximalen Tubuluszellen des ame-

rikanischen Opossums durchgeführt. Diese gut charakterisierte Zelllinie besitzt – wie

auch die LLC-PK1-Zellen (Nielsen et al., 1998) - die für die Rezeptor-vermittelte

Endozytose von Albumin notwendigen Werkzeuge Megalin, Cubilin (Zhai et al.,

2000) sowie den Natrium-Protonen-Austauscher 3. Sie weist - wie Mikropunktions-

studien gezeigt haben - eine Endozytoserate ähnlich den in vivo Bedingungen auf

(Gekle et al., 1998) und ist somit ein geeignetes Zellkultursystem, um die oben

adressierten Fragen zu untersuchen (Gekle et al., 1997; Dixon and Brunskill,

1999a; Gekle et al., 1999; Zhai et al., 2000; Gekle et al., 2002). Für Vergleichs-

studien wurden ebenso gut charakterisierte Zelllinien mit einer geringeren Endozy-

toserate (NHE-3-defiziente OK-Zellen, IHKE1-Zellen, MCDK-Zellen) herangezogen

(Wohlfarth et al., 2003; Gekle et al., 2004).

4.2 TGF-β1 als profibrotischer Stimulus

OK-Zellen reagieren auf TGF-β1, einen typischen profibrotischen Stimulus (Eddy

and Giachelli, 1995; Eickelberg et al., 1999; Wolf, 1999; Chin et al., 2001;

Yu et al., 2003), adäquat im Sinne einer vermehrten Kollagensekretion. Nachdem

die Zellen auf Filtern angesät worden waren, konnte eine zusätzliche Unterscheidung

in apikale und basolaterale TGF-β1-induzierte Kollagensekretion erfolgen. In beiden

Kompartimenten kam es unter zeitgleicher apikaler und basolateraler TGF-β1 Expo-

sition zu einer signifikanten Zunahme der Kollagensekretion. In einer späteren Arbeit

wurde von Gekle et al. darüber hinaus gezeigt, dass eine alleinige apikale Inkubation

mit TGF-β1 zu keiner signifikanten Kollagensekretionszunahme führt, wohingegen

die alleinige basolaterale Exposition einen ähnlichen Effekt wie die zeitgleiche apika-

le und basolaterale Inkubation mit TGF-β1 zur Folge hat (Gekle et al., 2003). Die

gewonnenen Daten stimmen mit der in der Literatur beschriebenen basolateralen

Expression (Wang et al., 2000) des TGF-β Rezeptors in proximalen Tubuluszellen
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von Ratten und mit der basolateralen Wirkung von TGF-β in kultivierten proxima-

len Tubuluszellen überein (Tian and Phillips, 2002).

4.3 Albumin-induzierte Störung der Kollagenho-

möostase

Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine Albuminexposition in Konzentrationen bis 1000

mg/l - wie man sie unter pathophysiologisch erhöhter Proteinfiltration erwartet - zu

einer vermehrten Kollagensekretion der OK-Zellen führt. Durch die Bestimmung der

Kollagenfraktion (Anteil des gesamtsezernierten Kollagens am gesamtsezernierten

Protein) wird belegt, dass die Albumin-induzierte Kollagensekretion nicht nur auf

eine nach Albuminexposition insgesamt gesteigerte Proteinsekretion zurückzuführen

ist. Im nächsten Schritt konnte nachgewiesen werden, dass Albuminexposition zu ei-

ner vermehrten Sekretion und Synthese von Kollagen Typ I, III und IV führt. Die

von uns gewonnenen Daten stimmen gut mit der Übersicht von Alexakis et al.,

2006 über die Verteilung der für die Niere relevanten Kollagentypen unter physiolo-

gischen und pathophysiologischen Bedingungen überein. Während Kollagen Typ IV

vor allem im Frühstadium einer diabetischen Nephropathie zur Basalmembranver-

dickung (Ihm et al., 1992; Park et al., 1997) führt, tragen die fibrillären Kollagene

Typ I und III im Spätstadium einer chronischen Nierenerkrankung zur tubulointer-

stitiellen Fibrose bei (Makino et al., 1994; Soylemezoglu et al., 1997; Gilbert

et al., 1998; Strutz F., 1999; Rossert et al., 2000; Mason and Wahab, 2003).

Da Albumin als Transportprotein für u. a. freie Fettsäuren fungiert und diese

immer wieder in Zusammenhang mit der Entstehung einer Nierenfibrose gebracht

werden, wurde in dieser Arbeit durch Verwendung von FAF-BSA der mögliche Bei-

trag der freien Fettsäuren an der Albumin-induzierten Kollagensekretion untersucht.

Eine Inkubation der OK-Zellen mit FAF-BSA zeigt kein signifikant unterschiedli-

ches Ergebnis zu der Inkubation der Zellen mit BSA. Eine mögliche indirekte Betei-

ligung freier Fettsäuren über eine Metabolisierung in der proximalen Tubuluszelle

und daraus resultierender Makrophageninfiltration ins Interstitium mit entsprechen-

62



den fibrotischen Umbauvorgängen ist jedoch nicht auszuschließen (Thomas and

Schreiner, 1993).

Weiterhin können sogenannte Amadori glucose adducts bei der Entstehung der

tubulointerstitiellen Fibrose eine zentrale Rolle spielen (Cohen and Ziyadeh, 1994;

Cohen et al., 1995; Vlassara, 1996; Cohen et al., 1997; Gilbert and Cooper,

1999; Cohen et al., 1999; Chen et al., 2000; Cohen et al., 2002). Amadori glucose

adducts entstehen durch eine nicht-enzymatische Glykolisierung von Proteinen (u.

a. Albumin) im Rahmen einer diabetischen Stoffwechsellage. Amadori glucose ad-

ducts veränderte Proteine besitzen andere biologische Eigenschaften als ihre nicht

glycierten Counterparts. Sie führen laut Literatur zu einer erhöhten Genexpression

von Kollagen Typ IV und Fibronektin (Cohen et al., 1997), sie induzieren die Ex-

pression und Bioaktivität von TGF-β1 und TGF-β Typ II Rezeptoren (Ziyadeh

et al., 1998), die Aktivierung der Proteinkinase C (Chen et al., 2000) und der NF-

κB Aktivierung in mesangialen Zellen sowie die Entstehung freier Radikale (Zhang

et al., 2006). Um den Stellenwert glykolisierter Endprodukte bei der Entstehung

der Protein-induzierten Nierenfibrose beurteilen zu können, müssen weitere Unter-

suchung z. B. mit glycated Albumin als ein Vertreter der Amadori glucose adducts

erfolgen.

Neben der vermehrten Kollagensynthese und -sekretion, ist auch ein verminderter

Abbau des sezernierten Kollagens für die durch Albumin gestörte Kollagenhomöo-

stase der OK-Zellen verantwortlich. Ein ähnlicher Mechanismus wurde von Orpha-

nides et al., 1997; Norman et al., 2000 für den Effekt von Hypoxie bei proximalen

Tubuluszellen und von McLennan et al., 2000 für den Effekt von Glukose bei me-

sangialen Zellen nachgewiesen. Albuminexposition führt – wie unsere Daten zeigen -

zu einem signifikanten Rückgang der Kollagenaseaktivtät. In der Zymographie konn-

ten wir zwei unterschiedliche Banden identifizieren. Diese stimmen gut mit den in

der Literatur angegebenen Grössenangaben für MMP-2 (sog. Gelatinase A) bei ca.

72 kD und MMP-9 (sog. Gelatinase B) bei ca. 95 kD überein. Während denaturiertes

Kollagen von beiden Matrix-Metalloproteinasen gespalten wird, ist nur MMP-2 in

der Lage, Typ I, II und III Kollagen abzubauen (Visse and Nagase, 2003). Es ist

bisher nicht geklärt, ob der verminderten Proteinasenaktivität eine verminderte Ex-
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pression von Matrix-Metalloproteinasen oder eine vermehrte Expression von TIMPs

zu Gunde liegt. Hierfür müssen weitere Untersuchungen durchgeführt werden. Es

ist davon auszugehen, dass es sich um ein multifaktorielles Geschehen handelt. So

konnten Shankland et al., 1996 und McLennan et al., 2002 nachweisen, dass

Streptozotocin-induzierter Diabetes mellitus bei Ratten zu einer verminderten Ex-

pression von MMP-9 mRNA und -aktivität sowie zu einer vermehrten Expression

von TIMP-1 mRNA führt.

4.4 Albumin-induzierte Signaltransduktionswege

Die vorliegenden Daten belegen, dass eine Inkubation mit Albumin zur Aktivierung

von NF-κB, AP-1, PKC und PKA führt. Die Beteiligung des NF-κB- und AP-1-

Signalweges im Rahmen fibrotischer Umbauprozesse stimmen gut mit Daten aus der

Literatur überein (Mezzano et al., 2001; Drumm et al., 2002; Zoja et al., 2004;

Rossert et al., 2000; Mason and Wahab, 2003). Während eine pharmakologi-

sche Hemmung der Proteinkinase C durch BIM die Albumin-induzierte Aktivierung

des NF-κB und des AP-1 Signalweges verhindert, zeigt eine Hemmung der Prote-

inkinase A durch H89 in beiden Fällen keinen Effekt. Die Aktivierung der Protein-

kinase C ist somit der NF-κB- und AP-1-Aktivierung vorgeschaltet. Auch Drumm

et al., 2002 haben eine Albumin-induzierte NF-κB Aktivierung über die Protein-

kinase C bei OK-Zellen nachgewiesen. Durch pharmakologische Hemmung der PKC

durch BIM und der NF-κB Aktivierung durch PDTC konnten wir zeigen, dass die-

se beiden durch Albuminexposition aktivierten Signaltransduktionswege direkt an

der Albumin-induzierten Kollagensekretion beteiligt sind. In Anwesenheit des Pro-

teinkinase A Hemmers H89 kommt es ebenfalls zu einem signifikanten Rückgang der

Albumin-induzierten Kollagensekretion. Leicht et al. beschreibt in seiner Arbeit eine

Proteinkinase A abhängige Phosphorylierung des CREB Transkriptionsfaktors mit

konsekutiver Erhöhung von messenger RNA für Kollagen Typ I und III sowie für

MMP-2 in kardialen Fibroblasten (Leicht et al., 2001). Auch wir können mittels

SEAP eine Aktivierung des cAMP Responsiven Elements nach Albuminexposition

nachweisen. Möglicherweise bewirkt die Albuminexposition in den OK-Zellen ne-
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ben einer Aktivierung der PKC auch eine Aktivierung der PKA mit anschließender

CREB Phosphorylierung und vermehrter Kollagensekretion. Weiterhin wurde die

Aktivierung des MAPK Weges untersucht. Es ist bekannt, dass Albumin konzentra-

tionsabhängig die Phosphorylierung von ERK1/2 bei OK-Zellen induziert (Dixon

and Brunskill, 2000). Eine Hemmung der ERK1/2 Phosphorylierung durch U0126

führt in unseren Versuchen zu keiner Abschwächung, sondern überraschenderweise

sogar zu einer Zunahme der Albumin-induzierten Kollagensekretion (zumindest von

Kollagen Typ I), wobei der Mechanismus noch ungeklärt ist.

Neben den oben genannten Signaltransduktionswegen wird in der Literatur im-

mer wieder auf die Rolle der ROS in der Vermittlung tubulointerstitieller Nierenschä-

digung hingewiesen (Klahr, 1997; Lee et al., 2003). In unseren Versuchen zeigt sich

nach Albuminexposition überraschenderweise ein Konzentrations-abhängiger Rück-

gang der Wasserstoffperoxidproduktion (als ein Beispiel für ROS). Eine ähnliche Si-

tuation beschreiben Wolf et al., 2001. Hier kommt es bei kultivierten proximalen

Tubuluszellen der Maus unter antioxidativer Therapie zu einer Zunahme der TGF-

β1- und Proteinproduktion. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Morigi

et al., 2002. Er zeigt in seiner Arbeit, dass eine Exposition humaner proximaler Tubu-

luszellen gegenüber Albumin/Immunglobulin zu einer gesteigerten ROS-Produktion

und gesteigerten NF-κB Aktivierung führt. Dabei sollen die ROS als second mes-

senger zwischen der Proteinkinase C- und der NF-κB-Aktivierung fungieren. Auch

dies kann im Rahmen unserer Ergebnisse nicht verifiziert werden. Eine Hemmung

der Proteinkinase C mittels BIM hat keinen Effekt auf die ROS-Produktion. Eine

schlüssige Zusammenführung dieser diskrepanten Daten ist zur Zeit nicht möglich.

Morigi et al. beginnt seine Messungen bereits nach einer 5 minütigen Albumininku-

bation, so dass die unterschiedlichen Angaben in der Literatur auf die Instabilität

der ROS zurückgeführt werden könnten. Weiterhin ist in verschiedenen Literatur-

stellen eine Aktivierung der MMPs und eine Inaktivierung der TIMPs durch ROS

als second messenger beschrieben (Visse and Nagase, 2003). Dies könnte bedeu-

ten, dass eine Abnahme der ROS-Produktion zu einer reduzierten MMP-Aktivität

führt. Somit ist wahrscheinlich das jeweils spezifische Verhältnis von Änderungen der

Kollagenbildung zum Kollagenabbau entscheidend für den Nettoeffekt von ROS.
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In Zusammenschau machen diese Ergebnisse deutlich, dass durch eine erhöhte

proximal-tubuläre Proteinlast verschiedene Signaltransduktionswege simultan ak-

tiviert werden können. Erst dadurch kommt es zur Schädigung der Kollagenho-

möostase im proximalen Tubulus. Im Verlauf müssen noch weitere Untersuchungen

durchgeführt werden, um die Quervernetzung der einzelnen Signaltransduktionswe-

ge genauer zu beleuchten.

Abbildung 4.1 — Modell der Albumin-induzierten Nierenfibrose basierend auf den
hier vorgestellten Daten.

Weiterhin kann bei all den gewonnenen Ergebnissen natürlich nicht ausgeschlos-

sen werden, dass die von uns beobachteten Effekte nicht auf direktem Wege, son-

dern über eine autokrine Aktivierungsschleife durch z. B. Sekretion von TGF-β1 zu

Stande kommen (Abb. 4.1). Ortega-Velazquez et al., 2004 beschreiben z.B. eine

vermehrte Expression extrazellulärer Matrix-Gene und vermehrte TGF-β1 Sekretion

durch Kollagen Typ I in kultivierten humanen Mesangiumzellen mit einem daraus

resultierendem positiven Feedback. Es ist bekannt, dass TGF-β1 selbst den NF-κB

und AP-1 Signaltransduktionsweg stimuliert (Govinden and Bhoola, 2003), die

Aktivität von MMPs reduziert und die Aktivität von TIMPs erhöht (Baricos et al.,

1999; Choi, 2000; Lee et al., 2003; Han et al., 2006).
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4.5 Notwendigkeit der Albuminendozytose

Zuletzt zeigen unsere Daten, dass die alleinige Anwesenheit von Albumin im In-

kubationsmedium bzw. im Lumen des proximalen Tubulus nicht ausreicht, um die

Signaltransduktionswege und die Kollagensekretion zu stimulieren. Dafür muss ei-

ne effektive Rezeptor-vermittelte Endozytose von Albumin vorliegen. Eine effektive

Endozytose ist durch das Vorhandensein von Cubilin, Megalin und NHE3 gewähr-

leistet. Wenn die OK-Zellen mit dem Polysaccharid Dextran anstelle von Albumin

inkubiert werden, kommt es zu keiner Aktivierung der Signaltransduktionswege bzw.

der Kolllagensekretion oder –degradation, so dass ein Effekt durch Änderungen des

kolloidosmotischen Drucks ausgeschlossen werden kann. Dagegen führt eine Inkuba-

tion mit Immunglobulin (im Ergebnisteil nicht aufgeführt), welches u. a. ein Substrat

des Rezeptors Cubilin ist (Batuman et al., 1998), zu einer signifikanten Zunahme

von Kollagen Typ I, III und IV (Wohlfarth et al., 2003). Auch Wang et al., 1997

betonen die Notwendigkeit der Albuminendozytose in proximalen Tubuluszellen für

den Effekt Protein-induzierter MCP-1-Synthese.

Vergleicht man Zelllinien mit unterschiedlicher endozytotischer Aktivität, dann

zeigt sich, dass die Albumin-induzierte Kollagensekretion abhängig von der Endozy-

toserate der einzelnen Zelllinien ist. Bei Zellen mit hoher – Cubilin/Megalin vermit-

telter - Endozytoserate zeigt sich eine signifikante Zunahme der Kollagensekretion

nach Inkubation mit Albumin. Eine pharmakologische Hemmung der Albuminauf-

nahme in die Zelle mittels EIPA kann die Albumin-induzierte Kollagensekretion si-

gnifikant reduzieren. Ebenso verhält es sich bei der Aktivierung der Signaltransduk-

tionswege (hier NF-κB Aktivierung). Bei Zellen mit niedriger endozytotischer Akti-

vität (in unserem Fall OK-NHE3 defiziente-, IHKE1- und MDCK-Zellen) kommt es

nach Albuminexposition sogar zu einer signifikanten Abnahme der Kollagensekretion

im Vergleich zur Kontrolle; d. h. eine Erhöhung der Albuminkonzentration extrazel-

lulär inhibiert die Kollagensekretion auf unbekannte Weise. Möglicherweise agiert

Albumin in hohen extrazellularen Konzentrationen als Radikalfänger und schützt

auf diese Weise die proximale Tubuluszelle. So argumentieren Iglesias et al., 1999

in ihrer Arbeit. Diese Theorie könnte auch den biphasischen Verlauf der Albumin-
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induzierten Kollagensekretion erklären. Unsere Daten zeigen, dass ein Inkubation

mit einer hohen Albuminkonzentration (über 1000 mg/l) keinen Effekt mehr auf die

Kollagensekretion hat bzw. diese sogar reduziert. Diese Beobachtung könnte even-

tuell auch von klinischer Relevanz sein. Die in der Literatur beschriebene minimal

change glomerulonephritis geht mit einer ausgeprägten Proteinurie, i. S. eines ne-

phrotischen Syndroms einher, ist jedoch nur selten mit einer schlechten Prognose

bezüglich einer dauerhaften Nierenfunktionsstörung verbunden.

Eine wichtige Schlussfolgerung dieser Ergebnisse ist, dass es für weitere Studi-

en unabdingbar ist, mit Albumin-Konzentrationen im pathophysiologisch relevanten

Bereich und proximalen Tubuluszellen, welche den entsprechenden Endozytoseap-

parat besitzen, zu arbeiten, um die Proteinurie-induzierte tubulointerstitielle Schä-

digung in funktionell sinnvoller Weise zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Auf dem Weg von der gesunden zur kranken Niere kommt dem Auftreten bzw. Nach-

weis einer Proteinurie als Marker einer bereits bestehenden Nierenschädigung eine

zentrale Rolle zu. Eine fortbestehende Proteinurie führt zur raschen Progredienz der

Niereninsuffizienz bis hin zur Dialysepflichtigkeit, wohingegen eine adäquate Thera-

pie ein Fortschreiten der Erkrankung verhindern bzw. hinauszögern kann. Das Ziel

der vorliegenden Arbeit war es, systematisch den Einfluss eines vermehrten Albu-

minangebots auf die Kollagenhomöostase kultivierter proximaler Tubuluszellen zu

untersuchen, dabei involvierte Signaltransduktionswege aufzuzeigen und die zentra-

le Rolle der Albuminendozytose im Rahmen dieses Geschehens zu beurteilen. Die

vorliegenden Ergebnisse zeigen:

1. Albuminurie stört die Kollagenhomöostase der proximalen Tubuluszelle und

führt zu einer vermehrten Kollagensynthese (Kollagen Typ I, III und IV) und

einer verminderten Kollagendegradation.

2. Albuminurie aktiviert folgende Signalwege: PKC, PKA, NF-κB, AP-1, CRE.

Die Proteinkinase C scheint der NF-κB und AP-1 Aktivierung vorgeschaltet zu

sein. Eine pharmakologische Hemmung der entsprechenden Signaltransdukti-

onswege führt zu einer Reduktion der Albumin- induzierten Kollagensekretion.

Somit kann die unmittelbare Beteiligung der aufgeführten, durch Albuminex-

position aktivierten Signaltransduktionswege an der gestörten Kollagenhomöo-

stase bewiesen werden.

3. Albumin muss in die proximale Tubuluszelle via Rezeptor-vermittelter Endo-

zytose aufgenommen werden, um die entsprechenden Signaltransduktionswege

zu stimulieren und um zu einer vermehrten Kollagensekretion zu führen.
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In dieser Arbeit konnte die zentrale Stellung der Albuminurie als pars pro toto

für die Proteinurie als Motor der Nierenfibrose herausgearbeitet werden. Der zen-

trale Punkt wird und muss weiterhin sein – wenn möglich -, schon im Voraus durch

adäquate Behandlung der Grunderkrankung (z. B. arterielle Hypertonie, Diabetes

mellitus) das Auftreten einer Proteinurie zu vermeiden. Sollte eine Proteinurie auf-

getreten sein, kann das Wissen über die Notwendigkeit der Albuminaufnahme in

die proximale Tubuluszelle und die weiteren Signaltransduktionswege möglicherwei-

se die Grundlage für entsprechende Behandlungsansätze bieten, um den Patienten

vor dem Verlust seiner Nierenfunktion zu bewahren.
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