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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselkrankheit mit weltweit zunehmender Pravalenz. Etwa ein
Drittel der Betroffenen entwickelt eine renale Manifestation im Sinne einer diabetischen
Nephropathie. Es wird vermutet, dass Verdanderungen im Fettstoffwechsel sowie die
Akkumulation von Lipiden in der Niere zu einer beschleunigten Progression der diabetischen
Nephropathie beitragen. In dieser Promotionsarbeit wird die Hypothese aufgestellt, dass die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Leber —X —Rezeptor (LXR), ein Schliisselregulator des
Fettstoffwechsels und des Immunsystems, den Auspragungsgrad einer diabetischen
Nephropathie verringern kann. Um dies zu prifen, wurde an zwei Tiermodellen,
hyperglykdamische sowie hyperlipiddmische Mause mit einer Defizienz des LDL — Rezeptors
(LDLR-/-) oder der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS-/-), der Effekt der Aktivierung
von LXR durch den synthetischen Liganden GW3965 untersucht.

Die Behandlung der diabetischen und hyperlipidamischen Versuchstiere mit GW3965 reduzierte
die renale Lipidakkumulation und verbesserte die Nierenfunktion sowie die Nierenmorphologie.
Regulatorische Gene, welche am reversen Cholesterintransports beteiligt sind (ABCA1, ABCG1),
wurden hochreguliert, wahrend die Expression proinflammatorischer und profibrotischer
Zytokine (TNFa, TGFB) gehemmt wurde. Des Weiteren wurden Parameter fiir Lipid — assoziierten
oxidativen und nitrosativen Stress (Xanthin — Oxidoreduktase, 3 — Nitrotyrosin) durch LXR —
Aktivierung mittels GW3965 reduziert. Durch ergdnzende in vitro—\Versuche konnten die
Ergebnisse aus dem Tierversuch bestatigt werden. In HK-2 Zellen bewirkte die Behandlung mit
GW3965 ebenfalls die Hochregulierung von Genen des reversen Cholesterintransports und
verminderte die Bildung von Lipidtropfchen bei Stimulation mit oxidiertem LDL. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von LXR durch GW3965 die mitochondriale Aktivitat
und die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale reduziert. Dies erlaubt einen Einblick in den
Mechanismus der Bildung renaler Lasionen, die durch Akkumulation von Lipiden hervorgerufen
werden, und welcher mittels LXR umfassend reguliert werden kann.

Die Ergebnisse veranschaulichen die umfassenden regulatorischen Effekte von LXR bei der
Vermeidung von Nierenschdaden bei Diabetes mellitus. Die Aktivierung von LXR verbesserte in
signifikantem Mal3e die Lipid — akzellerierte diabetische Nephropathie in Mdusen. Synthetische
Liganden fiir LXR sind vielversprechende therapeutische Substanzen bei der Pravention renaler

Beteiligung bei diabetischen Patienten und sind im Fokus aktueller Forschung.
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Summary

Summary

Diabetes mellitus is a metabolic disease with a worldwide increasing prevalence. Approximately
one third of affected patients develop a renal manifestation as defined by diabetic nephropathy.
Abnormal lipid metabolism and renal accumulation of lipids are thought to contribute to diabetic
nephropathy. The hypothesis for this PhD thesis is that activation of the nuclear transcription factors
Liver — X —receptors, as key regulators of lipid metabolism and immune system, are able to
ameliorate diabetic nephropathy. To test this hypothesis, the effect of LXR activation by the synthetic
ligand GW3965 was evaluated in animal models of hyperglycemic and hyperlipidemic LDL receptor
knockout mice (LDLR-/-) or mice deficient for endothelial nitrogen monoxide synthase (eNOS-/-).
Treatment of diabetic and hyperlipidemic experimental animals with the LXR agonist GW3965
reduced renal lipid accumulation and improved renal function and morphology. Genes involved in
cholesterol efflux (ABCA1, ABCG1) were upregulated with concomitant downregulation of
proinflammatory and profibrotic cytokines (TNFa, TGFB). In addition, LXR activation through
GW3965 reduced parameter of lipid associated oxidative and nitrosative stress (xanthin—
oxidoreductase, 3 — nitrotyrosine). Complemental in vitro experiments could confirm the results
of the animal studies. GW3965 treatment in HK-2 cells stimulated with oxLDL lead to
upregulation of genes involved in cholesterol efflux and reduced lipid droplet formation.
Furthermore, it could be shown that LXR activation decreased mitochondrial activity and the
production of reactive oxygen species. These data provide insight into the mechanisms of
intracellular lipid accumulation mediated renal lesions, which can be effectively regulated by
LXRs.

These results demonstrate potent regulatory effects of LXR in preventing renal damage in
diabetes mellitus. Activation of LXR improved significantly lipid —aggravated diabetic
nephropathy in mice. Therefore, synthetic ligands of LXR are promising therapeutic agents in

preventing renal participation in diabetic patients and are focused by current research.
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1. Einleitung

1.1. Aufbau und Funktion der Niere

Die Nieren bilden den funktionellen Teil des Harnwegssystems und regulieren den Elektrolyt —
und Sduren/Basen —Haushalt sowie die Ausscheidung von Stoffwechselendprodukten
(harnpflichtige Substanzen). Sie werden durch die Aorta (iber die Nierenarterien mit Blut
versorgt und sind umgeben von einer Bindegewebsschicht, der Nierenkapsel. Urin flieRt vom
Nierenbecken in den Harnleiter (Ureter) und sammelt sich in der Blase. Das Nierengewebe kann
in verschiedene Zonen eingeteilt werden (Abb. 1). Direkt an der Nierenkapsel liegt der Mantel,
darunter das dunklere Gewebe des pyramidenformigen Nierenmarks. Das Nierenmark selbst
kann in das dulRere und innere Mark unterteilt werden. Des Weiteren teilt sich das dulRere Mark
in einen duBeren und inneren Streifen. Die Spitze des inneren Marks formt die Papille, welche
frei in den Hohlraum der Nierenkelche hineinragt und diese sich schlieflich zum Nierenbecken
vereinen. Menschliche Nieren wiegen im Durchschnitt 120g —200g und zeigen 7 —9 Papillen
(multipapillar/multipyramidal), wohingegen sich bei M&dusen nur eine einzige Papille tief in das

Nierenbecken zieht [1].
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Abb.1 Aufbau der Niere und des Nephrons.

Struktur der Niere und Aufbau des Nephrons (A) mit Glomerulus (1), periglomerularen Kapillaren (2),
proximalem Tubulus (3, dunkelgriin), dickem absteigender Ast der Henle-Schleife (4), Henle-Schleife (5), dickem
aufsteigender Ast der Henle-Schleife (6), distalem Tubulus (7, grau), Verbindungstubulus (8) und Sammel-
rohr (9, griin). (B) Aufbau des Glomerulus mit afferenter (AA) und efferenter Arteriole (EA), sympathische
Nervenfasern (N), Mesangiumszellen (M), Kapillarendothelzellen (EN), glomeruldrer Basalmembran (BM),
Podozyten (EP) und deren FulRfortsatze (F). Das extraglomeruldre Mesangium bildet zusammen mit dem hohen
Epithel des distalen Tubulus und den GefdRmuskelzellen der AA die Macula densa (MD); Granula (G) der
GefaBmuskelzellen enthalten Renin. (C) raumliche Anordnung von Podozyten und Mesangiumszellen an
Kapillaren. Modifiziert nach [2] und [3].

1.1.1. Das Nephron und die Bildung des Primdrharns

Die funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron (Abb. 1). Es besteht aus dem Nierenkérper —
chen (Glomerulus, Abb. 1B) und dem damit verbundenem Tubulusapparat. Zusammen mit den
fenestrierten Kapillaren (1C) des Glomerulus bilden Podozyten mit ihren FuRfortsatzen und die
glomeruldre Basalmembran (GBM) die Blut — Harn — Schranke, eine Filtrationsbarriere, welche
fir die Ultrafiltration des Blutplasmas verantwortlich ist (Abb. 2). Mesangiumszellen zwischen
den Kapillarschleifen haben stiitzende und phagozytische Eigenschaften und bilden die
mesangiale Matrix (extrazelluldre Matrixproteine, Proteoglykane und Glykoproteine), welche
den gesamten Raum zwischen Mesangiumszellen und der glomeruldaren Basalmembran ausfillt.
Die negativ geladene GBM besteht aus einem Netzwerk von Kollagenen Typ IV, Laminin und
polyanionische Proteoglykane und wird von Podozyten gebildet [4, 5]. Nach Abschluss der
Organogenese konnen ausdifferenzierte Podozyten keine mitotische Zellteilung mehr
durchfiihren und so macht sich eine Schadigung dieser Zellen bei renalen Erkrankungen
besonders deutlich bemerkbar [6, 7]. Die gegenseitig verzahnten Fullfortsatze der Podozyten
bedecken die gesamte Oberflache der Kapillarschleifen und sind leicht in der GBM eingebettet.
Zwischen den Membranauslaufern liegt eine diinne Schlitzmembran [8, 9]. Der Aufbau dieser
Membran ist recht gut charakterisiert und besteht u.a. aus Proteinen wie Nephrin, Fatl, P —
Cadherin und Podozin [10, 11]. An der Schlitzmembran findet die Filtration des Blutplasmas
statt, wobei die GBM und die Fenestrae des Endothels eine gréRenselektive Barriere
darstellen (max. 50kDa). Die negative Ladung von GBM, der Zellmembran von Podozyten und
des Kapillarendothels bilden eine ladungsselektive Barriere fliir Komponenten des Blutplasmas

[12].
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Abb. 2 Glomeruldre Kapillare und Filtrationsbarriere.

(A) Podozyten mit ihren primaren Fortsdtzen (PP) und interdigitierenden FuRfortsdtzen (FP) bedecken die Blut-
abgewandte Seite der glomeruldren Kapillaren; rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, VergréBerung
x2.200. (B) Die Blut-Harn-Schranke setzt sich aus der Schlitzmembran zwischen den FuRfortsdtzen (Pfeil), der
GBM und dem, durch Fenestrae (Pfeilspitze) unterbrochenem, Endothel der Kapillaren zusammen. Bei der GBM
kann die Lamina densa von den sie umgebenden Lamina rara externa und interna unterschieden werden;
Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme, VergroRerung x50.440. Modifiziert nach [13].

Die Bowman‘sche Kapsel umschlieBt das Kapillarknduel und leitet den Primarharn weiter in den
proximalen Tubulus (Abb. 1(3)). Dieser ist tiber die Henle — Schleife (Abb. 1(5)) mit dem distalen
Tubulus (Abb. 1(7)) verbunden, welcher lber den Verbindungstubulus (Abb. 1(8)), wie viele
andere Nephrone, in ein Sammelrohr (Abb. 1(9)) miindet und die letztlich zu Urin gewordene
Tubulusflissigkeit in das Nierenbecken entldsst. Das Ende der Henle Schleife (Abb. 1(6)) lduft
unmittelbar am Vas afferens desselben Nephrons vorbei und zeigt an dieser Stelle ein hohes
Tubulusepithel, die Macula densa. Die anliegenden GefiaRmuskelzellen sezernieren das Enzym
Renin. Zusammen mit dem extraglomeruldren Mesangium bilden diese drei Strukturen den
juxtaglomeruldaren Apparat, welcher durch Modulation des Renin — Angiotensin — Aldosteron —
Systems den Elektrolyt—und Wasserhaushalt sowie den Blutdruck reguliert (Abb. 1B). Je nach
Lage des Glomerulus im Cortex koénnen oberflachliche, midkortikale und juxtamedulldre
Nephrone unterschieden werden. Dabei zeigen die juxtamedullaren Nephrone sehr lange
Henle — Schleifen, die tief in das innere Mark reichen. In Mausen liegt ein hoherer Anteil
juxtamedulldarer Nephrone im Vergleich zum Menschen vor, was die Produktion von hoch
konzentriertem Urin ermdglicht. Die Tubuli der Nephrone werden durch geringe Mengen
Bindegewebe und Lymphe voneinander getrennt, das Interstitium. Es wird von residenten
Fibroblasten sezerniert und bildet ein Gerilist fir das Nierengewebe und BlutgefdRe. Des

Weiteren befinden sich dendritische Zellen im Interstitium [2, 13, 14].
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1.1.2. Tubuldre Filtration

Tubuli und Sammelrohre bestehen aus einem einlagigen, polaren Epithel, wobei die Tubuli
komplett von einer Basalmembran umgeben sind. Dabei haben die Epithelzellen in den
unterschiedlichen Nephronsegmenten eine charakteristische histologische Auspragung und
spezifische Transporteigenschaften. Die Bildung von Urin aus dem Primarharn findet durch
Reabsorption verschiedener Stoffe (Wasser, Salze, Metabolite) aus den Tubuli in peritubulare
Kapillaren und Sekretion verschiedener Substanzen (organische lonen, koérperfremde
Substanzen, Ammonium) aus den Tubulusepithelzellen statt. Dabei werden letztendlich ca. 99%
des filtrierten Wassers und ca. 95% der im Filtrat gelosten Substanzen riickresorbiert [14]. Das
Epithel in proximalen Tubuli hat auf der luminalen Seite durch einen ausgepragten Bilirstensaum
aus Mikrovilli eine enorme OberflachenvergréoRerung und gegeniiberliegend tiefe Membran —
einfaltungen, das basolaterale Labyrinth. Dieses steht in engem Kontakt mit zahlreichen
Mitochondrien, welche die Energie fiir aktive Transportprozesse bereitstellen, vor allem fiir die
Na'— K'— ATPase. Der Biirstensaum erleichtert die Resorption der groRen Stoffmenge im proxi —
malen Tubulus. Da die zu resorbierende Stoffmenge von proximal nach distal hin stark abnimmt,
benétigen postproximale Tubuluszellen keinen Biirstensaum mehr. Abb. 3 zeigt eine Ubersicht
der im Tubulussystem stattfinden Prozesse zur Bildung des Endharns. Eine starke Konzentration
der Tubulusflissigkeit wird durch hohe transepitheliale chemische und elektrische Gradienten
erreicht. Im aufsteigenden Teil der Henle Schleife werden Elektrolyte aus der Tubulusflissigkeit
in das Interstitium transportiert, ohne dass Wasser folgen kann. Dadurch entsteht zur
Schleifenspitze hin eine Hyperosmolaritat, welche zur Wasserresorption aus dem absteigenden

Teil der Henle Schleife und, vor allem, dem Sammelrohr fiihrt (Gegenstrom — Prinzip).

primar-aktiv Na': primar-aktiv

NaCl

sekundar- | Na*
aktiv Ca?

H* K

Glucose, //
Amino- -

und passiv \§ /f Cl- : sekundar-aktiv
\.""‘." |

| Filtration

sauren, < aktive
Phosphat, ~ /™ Resorption
Lactat, 14 \
Sulfat -
sekundar-aktiv : / J 2 AP “ B H passive
a Harn- Stoff- 3 Resorption
H,0 stoff  wechsel- Mg" N 1
produkte, B | .
Medikamente, 1, >Na i
PAH [ aktive
T transzellulare
’3] Nl '/,/ . Sekretion
11 53‘:5’? passive

(| | 3 > Harnstoff zelluldre
\\ | H 6 16 Sekretion

aktive




Einleitung

Abb. 3 Ubersicht von Transportprozessen in Tubulusabschnitten zur Bildung des Endharn.

(A) Ubersicht der Tubulussegmente und der dort stattfindenden Transportprozesse von Kationen, Chlorid-
Anionen, Ammonium, Harnstoff, Metaboliten, korperfremden Stoffen und Wasser. Durch den Aufbau von
chemischen und elektrischen Gradienten, mittels aktiven und passiven Transportprozessen sowie
unterschiedlich durchlassigen Epithelien der Tubulussegmente, wird der Urin aus dem, im Glomerulus
abfiltrierten, Primarharn gebildet. (B) Legende fiir die in (A) beschriebenen Transportprozesse. Modifiziert nach

[2].

1.2. Diabetische Nephropathie

Die diabetische Nephropathie ist eine haufige Ursache der terminalen Niereninsuffizienz [15].
Etwa ein Drittel dialysepflichtiger Patienten erleiden den Verlust der Nierenfunktion als Folge
einer Diabetes mellitus (DM) — Erkrankung. Griinde hierfiir sind, unter anderem, eine Zunahme
der Inzidenz fiir Diabetes mellitus (Typ Il) [16], verlingerte Uberlebensdauer diabetischer
Patienten durch verbesserte kardiologische Therapiemoglichkeiten aber auch schlechte DM —
Fihrung durch falsche Insulinhandhabe [17, 18]. Als Grunderkrankung bei diabetischer
Nephropathie kann sowohl ein Diabetes mellitus vom Typ | oder Typ Il urséchlich sein [19].
Insulin ist ein Peptidhormon und bewirkt im Organismus die zelluldare Aufnahme von Glukose,
Aminosduren und Fettsduren. Bei DM Typ| kommt es im Kindes—und Jugendalter zur
progredienten Zerstorung der insulinproduzierenden 3 — Zellen des endokrinen Pankreas, meist
aufgrund einer Autoimmunreaktion. Der absolute Insulinmangel und die daraus resultierende
Hyperglykdmie und ketoazidotische Stoffwechsellage bedingt fiir die Betroffenen eine
lebensnotwendige Behandlung mit Insulin. Dagegen ist die Ursache bei DM Typ Il eine gestorte
Insulinsekretion sowie eine Resistenz von Insulin — sensitivem Gewebe, vor allem in der Leber,
der Muskulatur und dem Fettgewebe. Das heilst, die Wirkung von Insulin im Korper, auch von
gespritztem Insulin, ist reduziert. Es kommt dadurch zur vermehrten Ausschiittung von Insulin
um die geringere Wirkung zu kompensieren. Dies resultiert allerdings in einer verminderten
Expression von Insulinrezeptoren an sensitiven Zellen, wodurch eine negative Rickkopplung
entsteht. Bei relativen Insulinmangel liberwiegt als Folge die Hyperglykdamie, da die Wirkung auf
den Fett— und Proteinstoffwechsel geringere Konzentrationen des Hormons erfordern [3]. Im
Verlauf der Erkrankung kann durch Schadigung der 3 —Zellen auch ein absoluter Insulinmangel
folgen. Die Ursachen fiir eine Insulinresistenz bzw. DM Typ |l sind vielfaltig und immer noch im
Fokus aktueller Forschung. Sie entwickelt sich u.a. durch Ubergewicht/Hyperlipiddmie auf Grund
einer gesteigerten Konzentration von freien gesattigten Fettsauren im Blut, welche die

Glukoseverwertung im Muskel-und Fettgewebe senkt [20]. Des Weiteren kommt es bei
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Ubergewicht zu einem chronischen Entziindungszustand im Kérper. Dadurch werden Zytokine
exprimiert, welche die Wirkung von Insulin im Gewebe unterbinden. Bei starkem Ubergewicht
kommt es zu Verdanderungen des Fettstoffwechsels und lipotoxischen Effekten, die ebenfalls die
Insulinsensitivitdt von Geweben reduziert [21]. Wird ein DM nicht ausreichend behandelt,
kommt es im Laufe mehrerer Jahre zu einer progredienten Schadigung groRer und kleiner
BlutgefaBe (Mikro—/Makroangiopathie). In der Niere kommt es durch die vaskuldren
Veranderungen und der Hyperglykdmie zu glomeruldaren und tubulointerstitiellen Schaden und

schlieRlich zu einem fortschreitenden Verlust der Nierenfunktion.

1.2.1. Pathogenese

Diabetische Nephropathie ist eine Manifestation der diabetischen Mikroangiopathie und zeigt
sich in der Ablagerung extrazellularer Matrix in Glomeruli (Glomerulosklerose) und Arterien
(Arteriosklerose) der Niere [22]. Bereits 1936 haben Kimmelstiel und Wilson erstmals die
pathomorphologischen Veranderungen in der Niere von diabetischen Patienten beschrieben
[23]. Hyperglykdamie fiihrt zu glomerularer Hyperfiltration sowie zu Hypertrophie und dadurch
zu starker Beanspruchung der glomeruldaren Gewebestrukturen [24, 25]. Der mechanische Stress
durch erhohten Kapillardruck fuhrt bei Podozyten zu einer Zellschadigung und bei
Mesangiumszellen zur Ausschittung proinflammatorischer und profibrotischer Zytokine, welche
ebenfalls schon frith die Podozyten schadigen [26, 27]. Ebenso wird diskutiert, dass durch die
vaskuldaren Verdanderungen die Entwicklung von Epithelzellen zu Myofibroblasten induziert
wird (EMT, epithelial — mesenchymal transition) [28, 29]. Darliber hinaus kommt es durch
Hyperglykdmie zur Bildung von zytotoxischen reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) und
vollstandig glykosylierten Endprodukten (advanced glycation end products, AGE). AGE entstehen
ubiquitar durch eine irreversible, nichtenzymatische Glykosylierung freier Aminogruppen von
Proteinen bzw. von Gewebestrukturen [30-32]. Sie konnen in Blutgefallen die Einlagerung von
Bindegewebsproteinen (z.B. Kollagen) in die Basalmembran fordern und in Kapillaren zum
GefiRverschluss beitragen. In Epithel-und Mesangiumszellen bewirkt der Uberschuss von
Glukose, Uber einen Mechanismus mittels Diacylglyzerin und der Stimulation von
Proteinkinase C, eine Manifestation von Fibrose durch Expression von Wachstumsfaktoren (TGF-
[, PDGF, EGF) Bindegewebsproteinen und extrazelluldrer Matrix (Kollagen, a-Glattmuskelaktin,
Desmin) [20]. Durch die Stimulation von Makrophagen durch AGEs, der Einwanderung von
weiteren Immunzellen und deren Expression von Zytokinen [27] wird die Fibrose und

Sklerotisierung weiter vorangetrieben, es kommt schliefilich in der Niere zu Glomerulosklerose,

6
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interstitieller Fibrose und Tubulusatrophie [33, 34]. Ein Mangel an Heparansulfat und die
Einlagerung von AGEs fiihrt in der GBM zu ungleichmaRigen Verdickungen und einem Verlust
negativer Ladung. Dies fiihrt zur Filtration kleiner, negativ geladener EiweilRe wie Albumin. Mit
voranschreitender Schadigung wird die Durchldssigkeit der GBM immer unselektiver und es
kommt schlieBlich zur Makroalbuminurie/Proteinurie. Nicht alle Diabetiker, ca. 20— 40%,
erleiden im Krankheitsverlauf eine renale Beteiligung [35-37]. Dies hangt von Risikofaktoren wie
Hyperglykdmie, Bluthochdruck (Hypertonie), familidre Pradisposition, Hyperlipiddmie oder
Nikotinabusus ab [22, 38].

Abb. 4 Renale Pathomorphologie bei diabetischer Nephropathie.

PAS gefarbte Gewebeschnitte der menschlichen Niere. (A) Noduldre Glomerulosklerose (Kimmelstiel — Wilson
Lasion, Abbildung in schwarz — weiR), (B) global vernarbter Glomerulus, (C) Tubuli, z.T. atrophisch (Stern) mit
verdickter Basalmembran. Modifiziert nach [39, 40].

1.2.3. Klinischer Verlauf

Der klinische Verlauf einer diabetischen Nephropathie kann nach den Praxisleitlinien der
Deutschen Diabetes — Gesellschaft (DDG) in 2 Stadien mit weiteren Unterklassifizierungen
eingeteilt werden (Tab. 1). Im Vergleich zur friiher Gblichen Klassifizierung nach Mogensen [41]
wird heute die Kreatinin—Clearance zur genaueren Beurteilung der Nierenfunktion mit
einbezogen. Dadurch kénnen Stadien mit und ohne Niereninsuffizienz unterschieden werden. Zu
Beginn verlauft eine diabetische Nephropathie trotz morphologischer Verdanderungen
asymptomatisch, bis eine Mikroalbuminurie als klinisches Zeichen einer Nierenschadigung
messbar ist. Diese entwickelt sich durch den chronischen Schaden zur Makroalbuminurie und es
kommt zu einem Abfall der Nierenfunktion. Durch die asymptomatische Phase zu Beginn der
Nierenschadigung kann es vorkommen, dass die Diagnose einer diabetischen Nephropathie
recht spat gestellt wird und nur ein relativ kleines therapeutisches Fenster bis zum Verlust der
Nierenfunktion bleibt. Daher sind Untersuchungen zur Nierenfunktion und Albuminurie bei

Diabetikern nicht zu vernachlassigen [42, 43].
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. Glomerulare
Albumin-

) . : Filtration' Assoziierte
Stadium/Beschreibung ausscheidung ml/min/ Bealeiterkrankunden
(mglL) 9 9
9 1,73m? KO)
Nierenschadigung mit ¢ S-Kreatinin im Normbereich,
normaler Nierenfunktion » Blutdruck im Normbereich
1a. Mikroalbuminurie 20-200 steigend oder Hypertonie,
o > 90 ¢ Dyslipidamie, Progression von
1b. Makroalbuminurie Koronarer Herzkrankheit (KHK),
> 200 Arterieller Verschlusskrankheit
(AVK), Retinopathie und
Neuropathie
Nierenschadigung mit » S-Kreatinin grenzwertig oder
Niereninsuffizienz (NI) erhoht, haufigere Progression
. . von KHK, AVK, Retinopathie
2. leichtgradige NI > 200 60-89 und Neuropathie,
3. massiggradige NI abnehmend 30-59 » Anamieentwicklung, Stérung des
4. hochgradige NI unterschiedlich  15-29 Knochenstoffwechsels
5. terminale NI unterschiedlich <15

Tabelle 1 Klassifizierung des klinischen Verlaufs der diabetischen Nephropathie nach DDG [43].

Die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) wird, mit Bezug auf Kreatinin als Indikatorsubstanz, auch als Kreatinin-
Clearance bezeichnet und ist ein MaR fiir die Nierenfunktion. In der Klinik wird sie mittels Cockroft-Gault-
Formel oder MDRD-Formel berechnet.

1.3. Tiermodelle zur diabetischen Nephropathie

Zur Untersuchung und Erforschung von Krankheiten sind Versuche an geeigneten Tiermodellen
unerldsslich. Am haufigsten werden Modelle an Mausen etabliert. Allerdings ist die Wahl des
genetischen Hintergrundes der Mause bei der Wahl des Tiermodelles nicht zu vernachlassigen.
Zum Beispiel zeigen C57/Bl6J M&use, im Vergleich zu DBA/2J) Tieren, geringere physiologische
und morphologische Veranderungen in der Niere bei induzierter Hyperglykdamie [44]. Trotzdem
wurden viele Modelle zu Diabetes mellitus und diabetischer Nephropathie in der Maus an
C57/Bl6 Mausen etabliert. Im Dezember 2009 veré6ffentlichte das AMDCC (Animal Models of
Diabetic Complications Consortium) Kriterien fir experimentelle, progressive Mausmodelle zur
diabetischen Nephropathie [45]. Diese umfassen einen um mind. 50% Riickgang der Kreatinin —
Clearance innerhalb der Lebensspanne des Tieres und einen mind. 10 —fachen Anstieg der
Albuminausscheidung im Vergleich zu gleichgeschlechtlichen Kontrolltieren desselben Alters und
Stammes. Des Weiteren sollen morphologische Nierenverdanderungen wie fortgeschrittene
mesangiale  Matrixvermehrung, Sklerose und Mesangiolyse, arterielle  Hyalinose,
tubulointerstitielle Fibrose und Verdickung der GBM um ca. 50% auftreten. Bis heute gibt es kein
Tiermodell, welches alle pathophysiologischen und histopathologischen Verdanderungen von

Patienten mit diabetischer Nephropathie rekapituliert. Haufig verwendete Modelle fiir Diabetes
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mellitus Typ Il sind die db/db Maus mit Leptin Defizienz [46], die New Zealand Obese Maus, auch
in Kombination mit der NON/Lt) Maus [45] oder die hypoinsulindmische non — obese Maus [47].

Aki . . .
"“_ Maus, die non —obese diabetic

Fir Modelle mit Diabetes mellitus Typ | stehen die Ins2
(NOD) Maus und der durch Streptozotozin — Injektion induzierte Diabetes in Mausen mit
beliebigen genetischen Hintergriinden, durch Zerstérung der insulinproduzierenden 3 —Zellen
des Pankreas, zur Verfligung [48]. Die in dieser Arbeit untersuchten Modelle sind in den

folgenden Abschnitten néher beschrieben.

1.3.1. Defizienz der endothelialen Stickstoffmonoxid — Synthase (eNOS)

Schaden am Endothel sind ein Kennzeichen bei Diabetes mellitus und tragen zur Entwicklung
einer terminalen Nierenerkrankung bei. Die Synthese des endothelialen Vasodilators NO
(Stickstoffmonoxid) ist bei Patienten mit Diabetes oder bei funktionellen Polymorphismen des
NOS3 — Gens durch verminderte Aktivitat der eNOS reduziert und ist mit der Entstehung einer
Nephropathie in Patienten mit Diabetes mellitus Typ I/Typ Il assoziiert. Fir ein Modell zur
diabetischen Nephropathie wurde durch Injektion des Inselzelltoxins Streptozotozin (STZ) bei
eNOS — defizienten Mé&usen (eNOS-/-) mit genetischem Hintergrund C57/Bl6J Hyperglykdamie
induziert [49]. Die Tiere zeigen verschiedene Kriterien der AMDCC wie vermehrte Albuminurie,
mesangiale Matrixvermehrung, Glomerulosklerose und tubulointerstitielle Schaden [45, 50].
Durch die verminderte NO —Synthese zeigen die Mause generell Hypertonie und kdnnen
morphogenetische Veranderungen der Bildung von Blutgefaflen aufweisen. Dadurch kann es in
der Niere dieser Tiere zur Narbenbildung auf Grund von abgestorbenen Glomeruli kommen
(Abb.5). Diese sind von pathologischen Veranderungen, welche durch die induzierte

Nephropathie hervorgerufen werden, zu unterscheiden [51, 52].
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Abb.5 Vernarbung in der Niere von eNOS-/-
Mausen.

PAS-gefarbter Gewebeschnitt der Niere einer
mannlichen eNOS-/- Maus im Alter von 6 Monaten. Im
linken Bildausschnitt ist ein vernarbtes Areal mit
atrophischen Glomeruli und Tubuli sowie
infiltrierenden Immunzellen zu erkennen.
(VergroRerung 20x Objektiv)

1.3.2. Hyperglykéimie in LDL — Rezeptor defizienten Mdusen (LDLR-/-)

Durch die Defizienz des LDL — Rezeptors und die daraus resultierende Hypercholesterindmie sind
diese Mduse anfallig fiir Arteriosklerose [53, 54]. Die Schadigung der GefalRe durch Dyslipidamie
und Hypertonie bedingt in STZ — induzierten hyperglykdmischen Mausen eine Manifestation der
diabetischen Nephropathie. Das Modell lehnt an Patienten mit metabolischem Syndrom oder
Ubergewicht in Verbindung mit Diabetes mellitus an. Wie bereits zuvor erwdhnt, ruft die
Induktion eines Diabetes mellitus Typ | durch Injektion von STZ in C57/Bl6 — Mausen, im
Vergleich zu anderen Stimmen mildere physiologische und histopathologische renale
Veranderungen hervor. Durch Hyperglykdmie in LDLR-/- M3usen, vor allem in Verbindung mit
einer fett—und cholesterinreichen Erndhrung kann eine diabetische Nephropathie in diesem

Stamm induziert werden [55, 56].

1.4. Leber — X— Rezeptoren (LXR)

Nukledre Rezeptoren sind Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von Genen als Reaktion
auf eine Vielzahl verschiedener, physiologischer Stimuli regulieren. Die Proteinstruktur von
nukledren  Rezeptoren ist hochkonserviert und umfasst eine aminoterminale
Aktivierungsdomane, eine Zinkfinger —Domane zur DNA - Bindung, eine carboxyterminale
Domaéne zur Bindung von Liganden (Agonisten) sowie eine zweite Aktivierungsdomane (Abb. 5)
[57, ©58]. Leber—X—Rezeptoren gehdren zur Familie der Liganden — aktivierten

Transkriptionsfaktoren [59, 60]. Es gibt zwei Isoformen, LXRa. und LXRp, welche entsprechend
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von den Genen NR1IH3 und NR1H2 kodiert werden [61, 62]. Die Proteine LXRa und LXRp teilen
eine betrachtliche Sequenzhomologie und werden von denselben Liganden aktiviert. In
Abwesenheit von Liganden sind LXR als Heterodimere mit dem Retinoid — X — Rezeptor (RXR) an
spezifischen Sequenzelementen (LXRE) in regulatorischen DNA — Abschnitten der inaktiven
Zielgene gebunden und mit Co—Repressoren, Histon— Deacetylasen und Chromatin
modifizierenden  Faktoren assoziiert. Die Bindung eines Liganden fihrt zur
Konformationsdnderung des LXR/RXR — Heterodimers und zum Austausch von Co — Repressoren
durch Co — Aktivatoren. Dadurch wird die Expression des Zielgens initiiert [58]. Ein indirekter
Mechanismus zur transkriptionellen Regulation von Zielgenen ist die Transrepression. Hierbei wird
die Expression des Zielgens nicht durch Bindung von LXR an die DNA aktiviert, sondern durch
Interaktion von Liganden — aktivierten LXR mit Co — Repressoren oder anderen Transkriptions —
faktoren, welche dadurch an der Promotorregion des entsprechenden Gens gebunden bleiben [63].
Waihrend LXR[B ubiquitar exprimiert wird, ist die Expression von LXRa auf Niere, Leber, Fettgewebe,

Nebennieren, Intestinum, Lunge und myeloide Zellen beschrankt [60, 64].

LBD

Proteinstruktur von LXR Repression des Zielgens

OH cl
\/\/0 =0
OH
: o0
22(R)-hydroxycholesterol GW3965

NF-xB
element

Transrepression

Abb. 6 Struktur, Genregulationsmechanismen und Liganden von LXR.

Die Proteinstruktur von LXR gliedert sich in eine aminoterminale (N) Aktivierungsdomane (AF1, rot), eine DNA —
Bindungsdomaéane (DBD, blau) und eine Domane zur Ligandenbindung (LBD, griin) am Carboxyterminus (C). Bei
Abwesenheit von Liganden ist LXR (blau) als Heterodimer mit RXR (pink) an spezifische Sequenzelemente (RE,
responsive element) in der Promotorregion des Zielgens gebunden und mit Co-Repressoren assoziiert, das Gen
wird nicht exprimiert. Nach Ligandenbindung findet ein Austausch von Co-Repressoren durch Co-Aktivatoren
statt und das Gen wird exprimiert. Bei der indirekten Transrepression interagiert Liganden-aktivierter LXR mit
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anderen genregulatorischen Elementen um die Expression des Zielgens zu unterbinden, z.B. NF.B. 22R-
Hydroxcholesterin ist ein korpereigener Ligand von LXR, GW3965 ein synthetischer Ligand. HMT -
Histonmethyltransferase, HDAC — Histondeacetylase, HDM — Histondemethylase, HAT — Histonacetyltrans-
ferase, NRM — nucleosome remodeling protein. Modifiziert nach [65, 66].

1.4.1. Endogene und exogene Liganden von LXR

Als funktionelles Heterodimer mit RXR, wird die Aktivierung von LXRa und LXRP durch
Liganden (Agonisten) fiir beide nukledren Rezeptoren vermittelt. Einziger bekannter endogener,
d.h. im Organismus gebildeter, Ligand fir RXR ist 9 — cis — Retinsdure. Synthetische Liganden fir
RXR, auch Rexinoide genannt, sind LG100268 und LGD1069 [67]. Endogene Liganden fiir LXR sind
oxidativ modifizierte Derivate von Cholesterin, sogenannte Oxysterine. Sie dienen als
Transportform von Cholesterin, da sie leichter Zellmembrane und die Blut — Hirn — Schranke
passieren konnen und sind in Lipoproteinpartikeln enthalten. Des Weiteren sind Oxysterine
Intermediar— sowie Endprodukte des Cholesterinabbaus bei der Bildung von Gallensaure in der
Leber. Sie entstehen durch Oxygenierung von Cholesterin durch Cytochrom P450 — Mono —
oxygenasen, durch Lipidperoxidation oder Autooxidation und sind ubiquitdr [68]. Ein starker
Agonist fiir LXR ist 22R — Hydroxycholesterin. Neben anderen Hydroxysterinen konnten auch
20S — Hydroxycholesterin, 20,22 — di — Hydroxycholesterin, 24S — Hydroxycholesterin, 24 — keto —
Cholesterin und 245,25 — epoxy — Cholesterin als Agonisten fur LXR identifiziert werden [69]. In
diversen Studien an Mausen wurden auch synthetische LXR —Agonisten eingesetzt. Am
haufigsten wurde GW3965 verwendet. Diese Substanz wirkt recht spezifisch auf LXR, ohne
andere nukleare Rezeptoren zu aktivieren [70]. Weitere synthetische Agonisten sind T0901317
und WAY252623 [71]. Hinsichtlich zukiinftiger therapeutischer Ansatze und der auftretenden
Nebenwirkungen der bekannten unselektiven LXR — Agonisten (Hypertriglyzeriddmie) wird auch

die Entwicklung von neuen und Isoform — spezifischen Agonisten, z.B. fir LXRa, vorangetrieben

[72-74].

Abb. 7 Spezifitit von GW3965.
180 Der synthetische Ligand GW3965 aktiviert spezifisch die Leber-X-
E - Rezeptoren LXRo und LXRP, ohne andere nukledre Transkriptions-
E I faktoren in relevantem MaRe zu stimulieren. PPARa-y — Peroxisom-
‘5’ gg Proliferator-aktivierte ~Rezeptoren, FXR — Farnesoid-X-Rezeptor,
;t: ;g & _ RARa — Retinsdurerezeptor, TRB — Schilddriisenhormonrezeptor,
0 Sertiesercrgag VDR — Vitamin D-Rezeptor, CAR — Konstitutiver Androstanrezeptor,
fggtidet o AR - Androgenrezeptor, GR - Glukokortikoidrezeptor, MR —
Receptor Mineralkortikoidrezeptor, PR —Progesteronrezeptor. Modifiziert

nach [70].
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1.4.2. Funktion von LXR

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass durch LXR umfassende Stoffwechselwege
beeinflusst und reguliert werden. Die wesentliche Funktion von LXR ist die Aufrechterhaltung der
Sterin — Homoostase des Koérpers. Um dies zu erreichen, werden durch LXR gewebespezifisch
Genexpressionsprogramme koordiniert. In Makrophagen bewirkt die Aktivierung von LXR die
Expression der Cholesterin — Effluxtransporter ABCA1 und ABCG1, der Apolipoproteine ApoC und
ApoE und des Phospholipid — Transferproteins (PLTP). Damit wird der reverse Cholesterin —
transport gesteigert, durch welchen Uberschissige Sterine aus den Zellen auf Apolipoproteine
Ubertragen und in HDL — Partikeln zur Leber transportiert werden [75]. In der Leber werden bei
LXR — Aktivierung Gene zum Cholesterin —Abbau und zur Gallensdaure —Bildung aktiviert,
wodurch Uberschiissiges Cholesterin iber den Darm aus dem Koérper ausgeschieden wird. Im
Darm selbst beeinflusst LXR durch Expression der Transporter ABCG5 und ABCGS8 die Aufnahme
von Sterinen und reguliert so die enterohepatische Rezirkulation von Cholesterin [76, 77]. Ein
weiterer Aspekt der Regulation des Fettstoffwechsels durch LXR ist Degradation des LDL-
Rezeptors durch IDOL (inducible degrader of LDLR) als Zielgen von LXR [78].

LXR beeinflussen auch das Immunsystem. Durch Studien an LXRa — und/oder LXRp — defizienten
Mausen, sowie mit Hilfe synthetischer Liganden, konnte beobachtet werden, dass LXR bei einer
Reihe von metabolischen, entziindlichen, infektiosen und autoimmunen Erkrankungen die
Immunreaktion moduliert [79-83]. Makrophagen koénnen Liganden von LXR durch
Internalisierung von modifiziertem LDL oder durch Efferozytose von apoptotischen oder
nekrotischen Zellen aufnehmen [84]. Sie bilden eine Schnittstelle flir Regulationswege von LXR
zwischen dem Lipidstoffwechsel und Entziindungsreaktionen [85]. Zum Beispiel tragen LXR durch
Modulation von Makrophagen zur Homoostase von neutrophilen Immunzellen bei,
unterdriicken die Expression von Entzlindungsmediatoren und beeinflussen die Proliferation von
T — Lymphozyten [86, 87].

Des Weiteren konnte in diabetischen Tiermodellen an Nagern durch LXR — Aktivierung eine
Verbesserung des Gesundheitszustandes durch Verminderung der Insulinresistenz
veranschaulicht werden. Interessanterweise ist die renale Expression von LXR in Versuchstieren
bei diabetischen Modellen zum DM Typ | im Vergleich zu gesunden Tieren reduziert [88]. Diese
Ergebnisse zeigen eine Beteiligung von LXR am Glukosemetabolismus mit Aussicht auf einen
therapeutischen Nutzen fiir LXR bei Diabetes mellitus [89, 90]. Allerdings sind noch keine Details

zu Mechanismen bekannt, auf welche Weise LXR den Glukosestoffwechsel beeinflusst [71].

13



Einleitung

Durch die umfassenden regulatorischen Mechanismen, mit welchen eine Aktivierung von LXR in
den Fettstoffwechsel und das Immunsystem des Korpers eingreifen kann, sind LXR — Agonisten
vielversprechende therapeutische Faktoren zur zukinftigen Behandlung komplexer

Erkrankungen, wie z.B. der diabetische Nephropathie.

1.5. Zielsetzung

Ziel dieser Promotionsarbeit ist die Untersuchung der Effekte einer LXR — Aktivierung mittels des
synthetischen Liganden GW3965 auf die Entwicklung einer Lipid — verstarkten diabetischen
Nephropathie. Die Ausgangshypothese war, dass durch die umfassenden regulatorischen
Mechanismen von LXR, welche auf die Modulation des Lipidstoffwechsels, des Immunsystems
und des Kohlenhydratstoffwechsels Einfluss nehmen, eine Manifestation der diabetischen
Nephropathie verzégert werden kann und der Krankheitsverlauf trotz zusatzlicher Belastung
durch Hyperlipidamie gemildert wird. Zur Prifung dieser Hypothese wurden 2 Tiermodelle zur
diabetischen Nephropathie eingesetzt. Zum einen wurde in LDL — Rezeptor defizienten Mausen
eine diabetische Stoffwechsellage durch Streptozotozin — Injektion sowie eine ausgepragte
Hyperlipiddmie durch fett—und cholesterinreiche Diat induziert. Ein zweites Modell wurde fir
denselben Versuchsansatz jedoch an Mausen mit einer Defizienz der endothelialen
Stickstoffmonoxid — Synthase angewandt. Die Aktivierung von LXR mittels GW3965 in den
Mausen erfolgte durch Beimischung des Liganden in das Versuchsfutter. Nach 6 monatiger
Versuchsdauer wurden die Folgen der diabetischen Stoffwechsellage in Kombination mit
Hyperlipidamie und Aktivierung von LXR auf die Auspragung der diabetischen Nephropathie hin
untersucht. Zur Erganzung wurden in vitro an Lipid — stimulierten immortalisierten Tubuluszellen
(HK-2) Versuche durchgefiihrt, um Einblicke in den Mechanismus der Lipid — assoziierten
Schadigung im Tubulussystem der Niere zu erhalten. Hierzu wurden HK-2 Zellen mit oxidiertem
LDL stimuliert und der Effekt einer LXR — Aktivierung durch GW3965 auf den Zellmetabolismus

untersucht.
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2. Material

2.1. Biologische Materialien

2.1.1. Eukaryotische Zelllinien

HK-2  Zelllinie aus adulten, humanen proximalen Tubuluszellen, immortalisiert mit HPV16 E6/E7 —

Genen [91] (ATCC, Manassas, USA).

2.1.2. Versuchstiere

Mannliche LDLR — defiziente M3use (LDLR-/-; The Jackson Laboratory, Stock Nr. 002207) wurden im
Alter von 9 Wochen und mannliche eNOS-defiziente M&use (eNOS-/-; The Jackson Laboratory, Stock
Nr. 002684) wurden im Alter von 4 Wochen in den Versuch genommen. Die Tiere wurden unter SPF-
Bedingungen im Tierstall des Uniklinikums Mannheim gehalten und durch Standard-Didt und
Trinkwasser ad libitum erndhrt. Je nach Einteilung der Tiere in diverse Versuchsgruppen wurden

Spezialdidten ad libitum bereitgestellt (2.3.3.).

2.2. Molekularbiologische Materialien

2.2.1. Oligonukleotide fiir die Genotypisierung von Versuchstieren

LDLR-/- Wildtyp — Primer: 5°-GCG ATG GAT ACA CTC ACT GC-3’ Produkt: 167bp
KO — Primer: 5°-AAT CCATCT TGT TCA ATG GCC GAT-3"  Produkt: 350bp
Revers — Primer: 5’-CCA TAT GCATCC CCA GTC TT-3’

eNOS-/- Wildtyp — Primer: 5°-AGG GGA ACA AGC CCA GTA GT-3’ Produkt: 337bp
KO — Primer: 5°-AAT TCG CCA ATG ACA AGA CG-3’ Produkt: 258bp
Revers — Primer: 5°-CTT GTC CCC TAG GCA CCT CT-3°

2.2.2. Oligonukleotide fiir Genexpressionsanalysen

ABCA1l Vorwarts — Primer 5'- CCAGACAGTTGTGGATGTGG -3°
Revers — Primer 5'- GACCTCGCTCTTCCTTCCTT -3°

ABCG1 Vorwarts — Primer 5- CTTGCAGTAGGGGCTTTCAG -3°
Revers — Primer 5'- GCAAGGCTAGAGGTGTGGAG -3°

GAPDH Vorwarts — Primer 5°- ACTCCCACTCTTCCACCTTC-3"
Revers — Primer 5'- GGTCCAGGGTTTCTTTACTCC -3°

15



Material

MCP-1 Vorwarts — Primer 5°- ACCAAGCTCAAGAGAGAGG -3°
Revers — Primer 5°- ACATTCAAAGGTGCTGAAGAC -3°
RAGE Vorwarts — Primer 5°- CCATCCTACCTTCTCCTG -3°
Revers — Primer 5°- AGCGACTATTCCACCTTC -3°
SCD1 Vorwaérts — Primer 5'- CTAAGGATGGGACCTGACGA -3°
Revers — Primer 5- TCTGCTGTGAGCGTCTGTCT -3°
SR-A1 Vorwaérts — Primer 5'- GCACAGGATGCAGACAGAAA -3°
Revers — Primer 5°- TGGTCCATCTTGGTGACAGA -3°
TGFB Vorwaérts — Primer 5°- TCAGCTCCACAGAGAAGAAC -3°
Revers — Primer 5- CTTGCTGTACTGTGTGTCC -3°
TNFo Vorwaérts — Primer 5°- GCTTTCCGAATTCACTGGAG -3°
Revers — Primer 5°- TTGCACCTCAGGGAAGAATC -3°

2.2.3. Antikérper

LXRo Sigma-Aldrich, St Luis, USA

LXRP Sigma-Aldrich, St Luis, USA

Aktin Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA
3-Nitrotyrosin Millipore, Merck Darmstadt

CD3 Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA
Desmin GeneTex Inc., Irvine, USA

F4/80 Serotec, Oxford, UK

Mac-2 Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen
Perilipin Progen, Heidelberg

Tip4d7 Progen, Heidelberg

WT1 (C19) Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA
Xanthin — Oxidoreduktase Progen, Heidelberg

Ziege anti-Kaninchen, Peroxidase gekoppelt Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA
Esel anti-Ziege, Peroxidase gekoppelt Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA

2.2.4. Arbeiten mit Versuchstieren

Narkose bei unilat. Nephrektomie, Injektion von STZ/Citratpuffer und retrobulbédrer Blutentnahme

Isofluran, inhalativ Abbott, lllinois, USA

unilaterale Nephrektomie

Buprenorphin (Temgesik®), subkutan, 0.03mg/kg Essex Pharma, Minchen
Novaminsulfon, 4 Tr./100ml im Trinkwasser Ratiopharm, Ulm
Gewebekleber (Surgibond®) SMI, St. Vith, Belgien
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2.3. Kulturmedien und Lésungen

2.3.1. Kultur eukaryotischer Zelllinie HK-2

DMEM ATCC, Manassas, USA

Keratinocyte — SFM Life Technologies (Gibco), Darmstadt
Penicillin/Streptomycin Life Technologies, (Gibco)Darmstadt
FCS (hitzeinaktiviert: 56°C/60 min) PAA, Pasching, Osterreich

0.25 % Trypsin-EDTA — Losung Life Technologies (Gibco), Darmstadt
Trypanblau — Losung Fluka, Gaiberg

DMSO Genaxxon Biosciences, Ulm

Zusammensetzung kompletter Kulturmedien

DMEM 10 % FCS (hitzeinaktiviert)

1 % Penicillin/Streptomycin
Keratinocyte — SFM 1 % Penicillin/Streptomycin
HK-2 Kulturmedium 1/5 (v/v) komplettes DMEM

4/5 (v/v) komplettes Keratinocyte-SFM

Kryokonservierungsldsung 60 % komplettes DMEM (v / v)
30 % FCS (v/v), hitzeinaktiviert
10 % DMSO (v / v)

2.3.2. Material fiir molekularbiologische Methoden

Standard — LOsung

1 x PBS 140 mM NaCl
2,7 mM KCl
81 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,

inH,0; pH 7,4
Agarose — Gelelektrophorese
1 x TAE — Laufpuffer 40 mM Tris
571 % Essigsaure (v/v)
10 % 0,5 M EDTA pH 8 (v/v)
in H,0
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DNA — Ladepuffer (6x) 20 mM
0,001 %
50 %
Isolation von RNA
Sarcosin — Losung 20 %
Citrat — Puffer 25 mM
05 %
GTC — Puffer 10 g
20 ml
350
Natriumacetat 2 M
CIA

Verdau von Schanzgewebe von Versuchstieren

Verdau — Puffer (Luckow — Puffer) 50
fur eNOS-/- 10
2,5
0,01
0,45
0,45
Isolierungspuffer (Tail — Puffer) 50
fur LDLR-/- 100
100
1
gesattigte NaCl — Loésung 6

mM
mM
mM
%
%
%

mM
mM
mM
%
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Tris—HClpH 7,5
Xylencyanol (w/v)
Glyzerin (v/v)

in H,0O

N — Lauroylsarcosin (w/v)
in Hzo

Natriumcitrat
Sarcosin (v/v)
in H,0, pH 7,5 mit Essigsdure einstellen
steril filtrieren

Guanidinthiocyanat
Citrat — Puffer
B —Mercaptoethanol

Natriumacetat
in H,0, pH 4,0 mit Essigsdure einstellen

Chloroform — Isoamylalkohol Gemisch 24:1

KCl

Tris —HCl pH 8,3
MgCl,

Gelatine (w/v)
Nonidet P40 (v/v)
Tween 20

Tris—HClIpH 8
EDTA

NaCl

SDS (w/v)

NaCl
in H,0
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Polyacrylamid — Gelelektrophorese

1 x TGS — Laufpuffer 25 mM Tris
1,45 % Glyzin
01 % SDS
in H,0, pH 8,3
Tris — Puffer pH 6,8 1 M Tris
0,03 % Bromphenolblau
in H,0, pH 6,8
Tris — Puffer pH 8,8 1 M Tris
in H,0, pH 8,8
3 x Proteinladepuffer 30 % Glycerin
6 % SDS
15 % B-Mercaptoethanol
0,03 % Bromphenolblau (Natriumsalz)
187,5 mM Tris
in H,0, pH 6,8
Ansatze fur Polyacrylamidgele (5x):
Sammelgel Trenngel
(3 % PAA) (10 % PAA)
Acrylamidlsg.(30 %) 1 ml 10 ml
Tris-Puffer 1,25 ml (pH 6,8) 11,25 ml (pH 8,8)
H,0 7,5 ml 3,15 ml
10 % SDS 100 ul 300 ul
10 % APS 100 ul 300 pl
TEMED 15 pl 15 pl
Western — Blot Analyse
EMBL — Puffer: 40 mM Tris — HCl pH 10,4
39 mM Glyzin
1,3 mM SDS
20 % Methanol (v/v)
PBST 03 % Tween20
10 % 10 x PBS (v/v)
in H,0
Blockmilch 35 % Magermilchpulver (w/v)
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Analyse der Mitochondrienaktivitat

Mitochondrienpuffer 20
250
50

2.3.3. Arbeiten mit Versuchstieren

STZ — Injektion von Versuchstieren

Citratpuffer 100

Experimentaldiaten fiir Versuchstiere

Standardfutter R/M-H (Chow)
19% Protein, 3,3% Fett

Experimentalfutter nach TD88173 (Western

mM
mM
mM
mM

mM

Diat)

17,3% Protein, 21,2% Fett, 0,2% Cholesterin

Chow + GW3965

Standardfutter mit 170mg GW3965/kg Futter

Western Diat (WD) + GW3965

Experimentalfutter mit 170mg GW3965/kg Futter

2.3.4. Histologie

Farbung von HK-2 Zellen

Fettrot 7B Stammldsung 0,25
Gebrauchslésung 6
4

Farbung von Gewebeschnitten

Schiffsches — Reagenz 0,5
0,5
0,15

Teile
Teile

%
%
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Tris—HClpH 7,4
Saccharose

KCl

MgCl,

Di — Natriumcitrat
in H,0, pH 4,5

Ssniff Experimentaldidten GmbH, Soest

Ssniff Experimentaldidten GmbH, Soest

Ssniff Experimentaldidten GmbH, Soest

Ssniff Experimentaldidten GmbH, Soest

Fettrot 7B Pulver
in 50 ml Isopropanol

Stammlésung
H,0
24h reifen lassen, vor Gebrauch filtrieren

basisches Fuchsin (w/v)
Kaliumdisulfit (w/v)
HCI
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Trichrom — Farbung
(nach Masson — Goldner)

Karnovsky — Fixativ 2 %
2,5 %
0,2 M

Zink — Fixativ 0,5 g
5 g
5 g
0,1 M

2.4. Chemikalien, Enzyme und Kits

100bp Marker DNA — Ladder
a-Glattmuskelaktin-spez. Aszitesfliussigkeit (Maus)
Acrylamidl6sung, gebrauchsfertig

Agarose

Agilent RNA6000 Nano Kit

Alkaline Phophatase Detektionssystem fiir IHC
Aquatex® Eindeckmedium

Avidin/Biotin Detektionssystem fuir IHC
Bradford — Reagenz

Tag-DNA — Polymerase

dNTP-Mix (2,5 mM je Nukleotid)

ECL Detektionskit

Eindeckmedium Vitro — Clud® fiir Gewebeschnitte
Ethidiumbromid (10 mg/ml)

Fettrot 7B

Hamalaun — Lésung nach Mayer

LightCycler® Capillaries (20ul)

LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green |
MgCl,-Losung (25 mM)

PageRuler prestained Proteinmarker

Proteinase K

Oligo(dT)15.1 Primer

Olsiure gekoppelt an Albumin

oxLDL (kupferoxidiert), human

Reverse Transkriptase SuperScriptll®
Streptozotozin

TEMED

Tissue Tek®

21

Weigerts Eisenhdamatoxylin — Lésung
Ponceau-Saurefuchsin — Lésung
Phosphorwolframsaure - Orange G — Lésung
Lichtrgriin SF

Paraformaldehyd (w/v)
25 % Glutaraldehyd — Losung (v/v)
Kakodylsaure

Calciumacetat

Zinkacetat

Zinkchlorid

Tris pH 7,4 ; auf 1L auffillen

Life Technologies (Invitrogen), Darmstadt
Sigma-Aldrich, St Luis, USA

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

Agilent Technologies, Boblingen

Dako, Hamburg

Merck, Darmstadt

Vector Laboratories, Burlingame, USA
BioRad, Miinchen

5Prime, Hamburg

Life Technologies (Invitrogen), Darmstadt
Applichem, Darmstadt

Langenbrink, Emmendingen

Roth, Karlsruhe

WALDECK GmbH & Co (Chroma), Minster
Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
5Prime, Hamburg

Thermo Scientific (Fermentas), USA
Sigma-Aldrich, St Luis, USA

Life Technologies (Invitrogen), Darmstadt
Sigma-Aldrich, St Luis, USA
Forschungsgruppe Prof. Malle, Graz [92]
Life Technologies (Invitrogen), Darmstadt
Sigma-Aldrich, St Luis, USA

Sigma, Deisenhofen

Sakura Finetek GmbH, Staufen
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Turbo DNA-free™ Kit
GW3965 (in DMSO gelost)
ROS/Superoxide Detection Kit

2.5. Verbrauchsmaterialien

6-, 12-, 24-Lochplatten (Zellkultur)
96-Lochplatte fur Fluoreszenz, schwarz
96-Lochplatte fiir Spektrophotometer
Akku-Chek Compact Teststreifen
Blutprobenrohrchen (Microvette 500LH)
Einfrierréhrchen, 2 ml
Einwegpipetten, steril

Filterpapier, Whatman 3MM-Papier
Gewebekulturschalen (6, 10 cm)
Kanilen (23G, 30G)

Kapillaren (20ul, Glas)

Nahtmaterial Vicryl 5-0
Nitrozellulose-Membranen
Objekttrager

Pasteurpipetten, Glas

Parafilm M Amer.

Pipettenspitzen (Fa. Rainin)
Rasierklingen

Reaktionsgefafle 1,5 ml, 2 ml
ReaktionsgefdaRe 15 ml, 50 ml
Reaktionsgefalle 13ml

Rontgenfilme, Hyperfilm ECL
Rontgenfilmkassetten

Spritzen und Kaniilen

Sterilfilter, Zelluloseacetat 0,2 pm
Untersuchungshandschuhe
Zellkulturflaschen (75, 175 cm?)
Zellschaber

2.6. Gerateliste

Agarosegel-Elektrophoresekammer
Agarosegel-GieRkammer

Agilent 2100 Bioanalyzer
AKKU-Chek Compact Plus
Autoanalyzer Hitachi 9-17-E
Cryostat Microm HM500

Dewar Stickstoffbehalter

22

Life Technologies (Ambion), Darmstadt
Chess GmbH, Mannheim
ENZO Lifesciences, Farmingdale, USA

Costar, Corning, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sarstedt, Nimbrecht

Thermo Scientific, USA

Falcon, Becton Dickinson, USA
Schleicher & Schuell, Dassel

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Becton Dickinson, USA

Brand GmbH, Wertheim

Johnson & Johnson GmbH, Norderstedt
Schleicher & Schuell, Dassel

Thermo Scientific, USA

WU, Mainz

National Can, Chicago, USA
Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
Wilkinson Sword, Solingen
Eppendorf, Hamburg

Falcon, Becton Dickinson, USA
Sarstedt, Nirnbrecht

Amersham, Miinchen

Kodak, Stuttgart

Terumo, Leuven, Belgien

Renner, Dannstadt

Meditrade, Kiefersfelden

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, Nirnbrecht

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Agilent Technologies, Boblingen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Hitachi, Frankfurt am Main

Thermo Scientific, USA
KGW-Isotherm, Karlsruhe
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Elektrotransfer Blotapparatur
Entwicklermaschine Agfa Curix 60
Eppendorf Tischkiihlzentrifuge 5417R
Eppendorf Tischzentrifuge 5415C
Eismaschine AF20

Fluoreszenz Plate Reader Fluostar
Geldokumentation GelDoc™ 2000
Inversionsmikroskop fiir Zellkultur, Wilorat S
Kihl- und Gefrierschranke
Kryoeinfrierbox

Laborwaage

Laborfeinwaage

Light Cycler® 2.0 System
Magnetriihrer MR 3002
Mehrkanalpipette, manuell
Mikrotom Microm HM355S
Mikrowellengerat

Minifuge RF (Kihlzentrifuge)
Narkosemittelverdampfer
Neubauer-Zdhlkammer

PCR System 2720 Thermal Cycler
pH-Meter

Pipetten (Rainin)

Pipettierhilfen, manuell
Pipettierhilfen Pipetboy
Polyacrylamidgel-Elektrophoresekammer
Rotor Beckman J25.50

SlowScan CCD Kamera fir Elektronenmikroskop

Spectrophotometer Spectramax Plus 384
Sterilbank BioGard Hood

Stickstofftank Cronos Biosafe
Thermomixer 5436
Transmissionselektronenmikroskop EM9000
Ultramicrotom Leica Ultracut

Ultra Turrax Homogenisierer

Wasserbad

Warmeofen (56°C)

Vortex

Zellkulturinkubatoren Forma

Zentrifuge Beckman Avanti J-25

BioRad, Miinchen

Agfa, Minchen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Scotsman, Vernon Hills, USA
BMG Labtech, Offenbach
Bio-Rad, Miinchen

Hund, Wetzlar

Liebherr, Biberach an der Riss
Thermo Scientific, USA
Ohaus, Pine Brook, USA
Sartorius, Gottingen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Heidolph, Schwabach

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe
Heraeus, Hanau

Drager, Libeck

Precicolor HBG, GieRRen

Perkin Elmer, Norwalk, USA
Schott, Mainz

Mettler-Toledo GmbH, GielRen
Gilson, Middleton, USA

Integra Bioscience, Fernwald
Bio-Rad, Miinchen

Beckman Coulter, Krefeld

Carl Zeiss, Oberkochen

Molecular Devices, Sunnyvale, USA
The Baker Company, Sanford, USA
Messer Griesheim, Griesheim
Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Oberkochen

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
IKA Labortechnik, Staufen

GFL, Burgwedel

Heraeus, Hanau

IKA Labortechnik, Staufen

Thermo Scientific, USA

Beckman Coulter, Krefeld
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2.7. Chemikalien

Chemikalien wurden in p.A. Qualitdt von den Firmen Applichem (Darmstadt), Sigma Aldrich
(Deisenhofen), Serva (Heidelberg), Life Technologies (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Fluka (Neu-Ulm) und Gerbu (Gaiberg) bezogen.

2.8. Software

Endnote X1 ISI Research Software, Berkeley, USA
GraphPad Prism 5 GraphPad Software, Inc., USA

Q600 QWin Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Microsoft Office 2007 Microsoft Corp., Redmont, USA
Microsoft Windows Vista Microsoft Corp., Redmont, USA
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3. Methoden

3.1. Zellkultur
3.1.1. Kultivierung von HK-2 Zellen

Die Kultivierung von HK-2 Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen bei 37°C und 5 % CO, in einer
wassergesattigten Atmosphédre mit geeignetem supplementiertem Medium (2.3.1.). Die Zellen
wurden abhangig von der Wachstumsgeschwindigkeit alle 3 — 4 Tage subkultiviert. Dazu wurde
das verbrauchte Medium entfernt, die Zellen mit 1x PBS gewaschen und anschliefend mit 3 —
5 ml Trypsin-EDTA — Losung abgeldst. Ein Teil der Zellen wurde verworfen und die verbleibenden

Zellen nach Zugabe frischen Mediums weiterkultiviert.

3.1.2. Kryokonservierung von Zellen

HK-2 Zellen wurden fiir die Kryokonservierung wie unter 3.1.1. beschrieben in Lésung gebracht
und anschlieRend in 15 ml ReaktionsgefdlRe transferiert und durch Zentrifugation (1.200 UpM,
5 min) geerntet. Das entstandene Zellpellet wurde in 5 ml Kryokonservierungslésung (2.3.1.)
resuspendiert und je 1 ml in ein Einfrierrdhrchen Uberfihrt, so dass ca. 1 -2 Mio Zellen pro
Réhrchen konserviert werden. Dieses wurde dann in einer Kryoeinfrierbox kontinuierlich mit
1°C/min bis auf eine Temperatur von -80°C abgekuhlt und zur Lagerung Uber einen langeren
Zeitraum in flUssigen Stickstoff transferiert.

Bei Bedarf wurden die Einfrierrohrchen ziigig in einem 37°C Wasserbad aufgetaut und die
Zellsuspension in einem 15 ml ReaktionsgefalR mit 10 ml supplementiertem Medium vermischt.
AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert (1.800 UpM, 5 min), in frischem Medium

resuspendiert und fiir die weitere Kultivierung in Zellkulturflaschen ausgesat.

3.1.3. Bestimmung der Zelldichte und Vitalitdit

Um definierte Zellzahlen fiir Experimente nutzen zu kdonnen, wurde die Zelldichte und Vitalitat
durch Mischen der Zellen mit Trypanblau und Nutzung einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Trypanblau dringt selektiv in tote Zellen ein und farbt diese blau, was eine Unterscheidung toter
und lebender Zellen im Lichtmikroskop ermoglicht. HK-2 Zellen wurden wie unter 3.1.1.
beschrieben in Losung gebracht und ein Aliquot der Zellen 1:1 mit Trypanblau verdiinnt. 10 pl
des Gemisches wurde in eine Neubauer — Zahlkammer gegeben und im Lichtmikroskop die Zahl

lebender Zellen in 16 Zahlquadraten (entspricht einem Volumen von 0,1 pl) bestimmt. Durch
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Multiplikation des Ergebnisses mit dem Faktor 10" und dem Verdiinnungsfaktor konnte die Zahl

lebender Zellen pro Milliliter errechnet werden.

3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1. Isolation von RNA aus Nierengewebe und HK-2 Zellen

Die Isolation von RNA [93] ermoéglicht eine Analyse der Genexpressionsmuster der Zellen im
Gewebe bzw. aus in vitro — Kultur. Mit Hilfe spezifischer Primer kann die Menge an mRNA nach
reverser Transkription von entsprechenden Genen mittels quantitativer Real —Time PCR
ermittelt werden. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Mit einem sterilen Skalpell
wurde ein ca. 2 cm® grofles Stick Nierengewebe einer Gefrierprobe entfernt und in 3 ml GTC —
Puffer auf Eis gegeben. Die lbrige Probe wurde sofort wieder in fliissigem Stickstoff eingefroren.
Das Gewebe wurde mit dem Ultra Turrax 5—8 mal fiir einige Sekunden bei 13.000 UpM
homogenisiert.

HK-2 Zellen wurden trypsiniert und 5 min bei 1.200 UpM abzentrifugiert (3.1.1.). Das Zellpellet
wurde durch Schnippen geldst und durch Zugabe von 2 ml GTC — Puffer sowie wiederholtem
auf— und abpipettieren homogenisiert.

Die Proben wurden nun in fllissigem Stickstoff eingefroren, bei RT wieder aufgetaut und sofort
auf Eis gestellt. In einem 13 ml Reaktionsgefdll wurde das Homogenat nach Zugabe von
1/10 Volumen 2M Natriumacetat (v/v), 1Volumen Wasser-gesattigtes Phenol (v/v) und
2/10 Volumen CIA (v/v) gemischt und flr 15 min inkubiert, anschlieRend bei 4°C fiir 30 min bei
11.000 UpM zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein 2 ml Reaktionsgefald Gberfihrt und 1:1
mit Isopropanol gemischt und fiir 30 min bei 4°C und 13.000 UpM zentrifugiert. Das RNA — Pellet
wurde mit eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Nachdem das Pellet kurz

an der Luft getrocknet hat wurde die RNA in 30 pl H,0 aufgenommen und bei -80°C gelagert.

3.2.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinséiuren

Die Konzentration und Reinheit von RNA — Praparationen wurde durch spektrophotometrische
Analyse bestimmt. Dazu wurden die RNA —Loésungen 1:80 in H,0 verdiinnt und in eine
Quarzkiivette (d=10 mm) transferiert. In einem UV-Spektrometer wurde die Absorption der
Losung bei 260 bzw. 280 nm gemessen. Als Referenzwert diente die Absorption von H,0 bei den
entsprechenden Wellenlangen. Die RNA-Konzentration wurde gemaR folgender Formel

bestimmt:
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¢ = Abs,g0 nm X Verdliinnungsfaktor x 40 pug/ml

Anhand des Quotienten Abs,gg nm / AbSaso nm 1@sst sich die Reinheit der RNA bestimmen: Wahrend
Werte zwischen 1,8 und 2 auf eine hohe Reinheit der RNA hindeuten, sind Werte unter 1,8 ein

Zeichen fir Proteinkontaminationen.

3.2.3. Qualititskontrolle von isolierten RNA — Priiparationen

Um kontaminierende DNA aus den RNA —Praparationen zu entfernen wurde ein DNAse —
Verdau mit Hilfe des Turbo DNA-free™ Kit (2.4.) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Es
wurden von jeder Praparation 3 pug RNA eingesetzt.

Die Qualitdt der RNA wurde anschlieBend mit dem RNA6000 Nano Kit(2.4.) am
Bioanalyzer (Agilent) nach Angaben des Herstellers Uberpriift (Modus RNA 6000 nano assay,
eykaryotes total RNA assay). Die ermittelte RNA — Integritdts — Nummer (RIN) gibt die Qualitat
der RNA — Praparation an, wobei eine RIN von 10 und ein Quotient der 285/18S Einheiten der

ribosomalen RNA von 2 die hochste RNA — Qualitat beziffert.

3.2.4. Reverse Transkription isolierter RNA

Mittels reverser Transkription wurde die RNA in einzelstrangige cDNA umgeschrieben. 3 g
DNA —freie RNA wurden in 12 pl H,0 verdinnt und mit je 1 pl Oligo(dT)12.18 Primer und dNTPs
gemischt. Als Kontrolle wurde ein Ansatz nur mit Wasser pipettiert. Die Proben wurden fiir 5 min
bei 65°C erhitzt und auf Eis abgekihlt, bevor 4 pul Synthesepuffer und 2 pl DTT zugegeben
wurden. Die Ansatze wurden nun fir 2 min bei 42°C erwarmt, dann 1 pul SuperScriptll®
dazupipettiert und anschlieBend fiir 50 min bei 42°C inkubiert. Nach Inaktivierung bei 70°C fir
15 min wurden die Proben auf Eis gekihlt. Zuletzt wurde verbliebene RNA durch Verdau mit 1 pl

RNAse H (2U/ul) fir 20 min bei 37°C entfernt und die cDNA bei -20°C gelagert.

3.2.5. Quantitative Real — Time PCR (qRT — PCR)

Durch Analyse mittels qRT — PCR kann die Genaktivitdt anhand der Menge exprimierter mRNA
bestimmt werden. Es wurde das System Light Cycler® 2.0 mit dazugehorigem Kit (2.4.) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Fir die Synthese wurde eine 1:10 Verdiinnung des Ansatzes
der cDNA —Synthese (auch die H,0 — Kontrolle) in H,0 eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen fir
verschiedene Primer wurden ausgetestet und zur Uberpriifung des korrekten

Amplifikationsproduktes durch Agarose — Gelelektrophorese Uberprift. Die Ansatze wurden in
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Glaskapillaren pipettiert und die Synthese sofort gestartet. Zur Quantifizierung wurden die
ermittelten C; — Werte gegen die Ct —Werte von GAPDH als Haushaltsgen normalisiert und die

MRNA — Expression anhand der AAC; —Methode [94] berechnet.

gRT — PCR Programm:

Initiale Denaturierung 94°C 10min
Denaturierung 94°C 5s
35x{ Hybridisierung 60°C 10s
Synthese 72°C 10s
AbschlieBende Synthese 72°C 5min
Lagerung 4°C o0

3.2.6. Isolierung von DNA aus Schwanzgewebe

Ein ca. 3 mm langes Stick Schanzgewebe wurde mit einer heifen Schere (250°C) vom
Schwanzende des Tieres entfernt und in einem 2 ml — Reaktionsgefall mit 250 pl Luckow —Puffer
(eNOS-/-) bzw. 750 pl Tail — Puffer (LDLR-/-) gemischt (2.3.2.). Nach Zugabe von 15 pl
Proteinase K wurden die Ansdtze 6 h—16 h bei 56°C im Warmeschrank inkubiert. Fir die
Genotypisierung des Stammes eNOS-/- wurde direkt 1 pl des Verdauungsansatzes zur PCR —
Reaktion pipettiert. Fir den Stamm LDLR-/- wurde die DNA wie folgt aus dem Gewebe isoliert.

Nach der Inkubation im Warmeschrank wurden die Proben auf Eis abgekiihlt und nach Zugabe
von 300 pl gesattigter 6 M NaCl — Losung fiir 30 min bei 4°C und 13.000 UpM zentrifugiert. Die
oberste klare Phase wurde in ein neues ReaktionsgefdR Uberfiihrt und mit 1 ml Isopropanol
gemischt. Die dadurch ausfallende DNA wurde fiir 30 min bei 4°C und 13.000 UpM pelletiert, der
Uberstand verworfen. Das DNA — Pellet wurde mit 60% Ethanol gewaschen, fiir 10 min bei 4°C
und 13.000 UpM erneut zentrifugiert und anschlieBend an der Luft getrocknet. Zuletzt wurde die

DNA in 30 ul H,0 aufgenommen.

3.2.7. PCR - Protokoll zur Genotypisierung von Versuchstieren

Mit Hilfe der PCR werden DNA — Fragmente amplifiziert, welche durch die Wahl spezifischer
Primerpaare den Verlust des entsprechenden Genes eines KO —Tieres anzeigen und so der

Genotyp (Wt, heterozygot, KO) des Tieres bestimmt werden kann.
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Pipettierschema: 10x Polymerase — Puffer 2,5ul

dNTPs (10mM) 0,5ul

MgCl, (25mM) 0,5ul

Vorwarts — Primer (10uM) 2ul

Revers — Primer (10uM) 2ul

DNA 1ul

Tag — Polymerase 0,25ul

dest. Wasser 16,25pl

S 25pl

PCR — Programm: eNOS-/- LDLR-/-

Initiale Denaturierung 94°C 2min 2min
Denaturierung 94°C 30s 30s
35x { Hybridisierung 63°C 45s 58°C 45s
Synthese 72°C 45s 1min
AbschlieBende Synthese 72°C 2min 2min

Die Proben wurden bei 4°C gelagert und zur Analyse auf ein 1% Agarosegel aufgetragen.

3.2.8. Horizontale Agarose — Gelelektrophorese

DNA — Molekiile bewegen sich aufgrund ihrer durch die Phosphatgruppen bedingten negativen
Ladung im elektrischen Feld in Richtung der Anode. Im Molekiilgitter eines auspolymerisierten
Agarosegels ist die Migrationsgeschwindigkeit der DNA — Fragmente abhangig von ihrer Lange
und somit kénnen Nukleinsauremolekiile, z.B. PCR — Produkte, mittels horizontaler Agarose —
Gelelektrophorese der GrofRe nach aufgetrennt werden.

Um 1 %ige Agarosegele herzustellen wurden 3 g Agarose in 300 ml 1x TAE — Puffer durch
Aufkochen in einer Mikrowelle gelost. Der durch Verdunstung entstandene Fliissigkeitsverlust
wurde durch Zugabe von H,0 ausgeglichen. Die Agaroseldsung wurde bis auf ca. 60°C abgekihlt,
mit Ethidiumbromid im Verhaltnis 1:10.000 versetzt und luftblasenfrei in eine Gelkammer mit
Kamm gefiillt. Das nach ca. 10 — 20 min erstarrte Gel wurde in eine mit 1x TAE — Puffer gefillte
horizontale Elektrophorese — Kammer (berfihrt und nach Entfernen des Kamms mit 5 pl DNA —
Marker sowie den mit 6x Ladepuffer versetzten DNA — Proben beladen. Der Gellauf erfolgte bei
180 V. Anschliefend wurden die Gele unter kurzwelligem UV — Licht (254 nm) fotografiert und

die GroRe der Fragmente durch Vergleich mit den Markerbanden bestimmt.
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3.2.9. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford beruht auf der Verwendung des
Farbstoffes Coomassie Brillant Blue, welcher mit sauren Seitenketten von Proteinen reagieren,
wodurch sich sein Absorptionsmaximum von 465 nm (ohne Protein) zu 595 nm (mit Protein)
verschiebt.

Um die Proteinkonzentration zu bestimmen, wurden die Proben bei Bedarf verdiinnt und dann
je 5ul in ein 1,5 ml—Reaktionsgefa pipettiert. Parallel dazu wurde eine Standardreihe
generiert, indem eine BSA (bovines Serumalbumin) — Stocklésung (1 mg/ml) in H,O verdinnt
wurde um Standardlésungen mit 15, 10, 5, 2, 1, 0,5 ug/ul zu erhalten und davon ebenfalls je 5 pl
in 1,5 ml — ReaktionsgefdRe pipettiert wurden. Als Referenz wurden 5pul H,O im Ansatz
verwendet. Danach wurden je 700 ul Bradford Reagenz zugegeben. Nach einer Inkubation von
5 —30 min wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Anhand der erhaltenen Daten wurde mit
Microsoft Excel eine BSA —Standardkurve (quadratisch polynomische Funktion) erstellt und
durch Vergleich der Absorption der Proben mit der Standardkurve der Proteingehalt der Proben

berechnet.

3.2.10. Denaturierende Polyacrylamid — Gelelektrophorese (SDS — PAGE)

In Polyacrylamidgelen kénnen denaturierte Proteine, dhnlich zu dem Verhalten von DNA in
Agarosegelen, der Grof3e nach aufgetrennt werden.

Die Denaturierung der Proteine erfolgt durch 10— minltigem Erhitzen auf 95°C in
Proteinladepuffer. Um eine bessere Auftrennung grofRerer Volumina von Proteingemischen zu
erreichen, wurde die diskontinuierliche Polyacrylamid — Gelelektrophorese angewandt [95]. Das
obere Viertel der Gele (Sammelgel) enthalt 3% Polyacrylamid, wahrend fir den unteren Teil
(Trenngel) 10% Polyacrylamid verwendet wurden. An der Phasengrenze kommt es zur
Fokussierung der Proteine, welche anschlieBend im Trenngel der Grofle nach aufgetrennt
werden. Die zwei Polyacrylamidgel — Phasen (2.3.2) wurden nacheinander zwischen zwei
Glasplatten gegossen. Die auspolymerisierten Gele wurden in eine mit 1x TGS — Puffer gefiillte
Elektrophorese — Kammer eingespannt und 20 ul der mit Ladepuffer versetzten Proteinproben
sowie 5 ul Proteinmarker in die Taschen geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung
von 100-120V. Nach Beendigung des Gellaufs wurden die aufgetrennten Proteine mittels

Western — Blot Analyse detektiert.
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3.2.11. Western — Blot Analyse

Mit Hilfe der Western — Blot Analyse, auch Immunoblot genannt, kdnnen auch geringe Mengen
(im Nanogramm — Bereich) eines Proteins spezifisch detektiert werden.

Die zunachst elektrophoretisch aufgetrennten Proteingemische wurden dazu auf eine
Nitrozellulose — Membran Ubertragen. In einer Wanne wurden auf den Trager zur Anode hin
nacheinander 1 Schwamm, 3 Whatmann — Papiere (7 x 10 cm), eine Nitrozellulose — Membran
(6 x9 cm), das Trenngel (6 x 9 cm), weitere 3 Whatmann — Papiere (7 x 10 cm) und 1 weiterer
Schwamm in EMBL —Puffer getrankt, luftblasenfrei Gbereinander geschichtet und der Trager
geschlossen. Dieser wurde in die Blotapparatur eingehdangt und die Kammer komplett mit
EMBL — Puffer gefiillt. Der Elektrotransfer erfolgte fiir 60 min bei 150 — 200 mA pro Gel mit
Eiskiihlung. Um eine unspezifische Bindung der Antikoérper zu verhindern, wurde die Membran
nach dem Proteintransfer flir 30 min bei Raumtemperatur oder alternativ iber Nacht bei 4°C in
5% Blockmilch (2.3.2.) geschwenkt. AnschlieBend wurde die Membran mit 2 ml einer
Verdiinnung des Primdrantikdrpers in 3 % Blockmilch in eine Plastikfolie eingeschweift und tGber
Nacht bei 4°C inkubiert. Als Primarantikdrper wurden je nach Bedarf LXRa, LXRB oder Aktin
(1:2000) verwendet. Um nicht gebundene Antikérper zu entfernen, wurden die Membrane 3x
fir 10 min in PBST (2.3.2.) gewaschen bevor sie mit 5 ml Sekundarantikérper in eine frische Folie
eingeschweillt und fiir 1 —2 h bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Als Sekundarantikorper
wurden Meerrettich — Peroxidase konjugierte Ziege anti-Kaninchen bzw. Esel anti-Ziege
Antikorper in einer 1:3000 Verdinnung in 5 % Blockmilch eingesetzt. Nach erneutem Waschen
der Membranen fir 3x 10 min in PBST und 1x mit PBS erfolgte der Proteinnachweis mit Hilfe
einer Chemilumineszenz — Reaktion. Dazu wurden Luminol und Enhancer — L6sung im Verhaltnis
1:1 vermischt und die Membran in 1,5 ml der Entwicklerlésung unter leichtem Schwenken fir
30-60 s inkubiert. Anschliefend wurden die Membranen mit einem Papiertuch abgetrocknet und
zwischen Folie in eine Rontgenkassette gelegt. In der Dunkelkammer wurden Réntgenfilme fir

eine Dauer von 5 s bis 20 min mit den Membranen belichtet und anschlieRend entwickelt.

3.2.12. Generierung von Lipidtrépfchen und LXR — Aktivierung mittels GW3965 in HK-2
Zellen

In 6-Lochplatten wurden Glasplattchen ausgelegt und darauf je 200.000 HK-2 Zellen in 2 ml
Medium ausgesat. Nachdem die Zellen adharierten wurden sie flir 16 Stunden mit 5 uM
GW3965 oder 5uM DMSO zur Kontrolle, durch Zugabe ins Kulturmedium, behandelt.

AnschlieBend wurde zur Bildung von Lipidtropfchen fir weitere 24 Stunden entweder 50 pug/ml

31



Methoden

oxLDL oder 0,15 pM Olsdure ins Kulturmedium zugegeben. Am Ende der Inkubationszeit wurden
die Zellen mit PBS gewaschen, fir 10 min in 4% Formalin in PBS fixiert und zur Darstellung der
Lipidtropfchen mit Fettrot gefarbt (3.2.13.). Durch die Kultivierung auf Glasplattchen konnten die
Zellen leicht mit Aquafix auf Objekttragern fixiert werden und am Lichtmikroskop betrachtet

werden.

3.2.13. Fettrotfiirbung von Lipid — beladenen HK-2 Zellen

HK-2 Zellen wurden wie unter 3.2.5. auf Glasplattchen ausgesat, behandelt und mit 4% Formalin
fixiert. Anschlieffend wurden die Glasplattchen aus der Kulturschale entnommen und mit der
bewachsenen Seite nach oben in 12-Lochplatten Uberfiihrt. Die Zellen wurden 1x mit PBS
gewaschen und mit je 300 ul gebrauchsfertiger Fettrot —Losung fir 15 min bei RT gefarbt
(2.3.4.). AnschlieBend wurden die Zellen 3 —5 mal mit vollentsalztem Wasser gewaschen und
danach eine Kernfarbung mit Hamalaun durchgefiihrt. Die Zellen wurden fir 5 min in 300 pl
Hamalaun — Losung inkubiert. Dann wurden die Zellen 3 — 5 mal tber einen Zeitraum von 30 min
mit Leitungswasser gewaschen und nach griindlichem Abtropfen mit Aquafix auf Objekttragern

fixiert und am Lichtmikroskop betrachtet.

3.2.14. Quantifizierung von ROS (reactive oxygen species) und Superoxid in HK-2 Zellen

Die Analyse von ROS in HK-2 Zellen wurde mit dem ROS/Superoxide — Detection Kit von ENZO
Lifesciences im 96-Lochplatten Format nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Am Vortag wurden 5.000 Zellen/Loch in 200 ul Medium auf schwarzrandigen 96-Lochplatten
ausgesat. Nachdem die Zellen adharierten wurden sie mit 5 uM GW3965 oder 5 uM DMSO fiir
16h behandelt. Danach wurden die Zellen mit 50 pg/ml oxLDL oder mit 0,15 uM Olsdure
stimuliert. Etwa 30 min vor Ende der Inkubationszeit wurden entsprechende Mengen der
Detektionsreagenzien in Medium verdinnt und zu den Zellen gegeben, damit die Radikal -
sensitiven, fluoreszenten Stoffe bereits von den Zellen aufgenommen werden konnten. Nach der
Inkubationszeit wurde 2x mit Waschpuffer gewaschen und anschlieRend 100 pl
Detektionslosung auf die Zellen gegeben. Die Messung der Fluoreszenzintensitat wurde
unmittelbar durchgefiihrt. Die griine Fluoreszenz fiir ROS wurde mit einem Filterpaar bei
Ex485/Em520 bestimmt, das rote Signal spezifisch fir Superoxid mit dem Filterpaar
Ex485/Em580. Um die Autofluoreszenz der Zellen und den Hintergrund der Messung von den

ermittelten Werten abziehen zu kénnen, wurden Zellen ohne Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffs
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nur in Waschpuffer immer mit gemessen (blank). Des Weiteren wurden die Messungen durch
Verwendung von 0,1 mM Wasserstoffperoxid als Positivkontrolle und 5 mM N — Acetyl — L -
Cystein als Negativkontrolle zur Zellstimulation validiert. Die Stimulationen wurden in

Quadruplikaten durchgefiihrt.

3.2.15. Bestimmung der Mitochondrienaktivitét in HK-2 Zellen

Die Versuche fanden im Forschungslabor der Abteilung Kinderheilkunde |: Allgemeine Padiatrie,
Stoffwechsel, Gastroenterologie unter Anleitung und mit der Hilfe von Dr. S. Sauer statt. Die
Messung ermittelt die Ubertragung von Elektronen in der Atmungskette von Komplex | (NADH —
Dehydrogenase) tiber Komplex Il (Cytochrom C— Reduktase) bzw. Komplex Il (Succinat-—
Dehydrogenase) iiber Komplex Il auf den Elektroneniibertriger Cytochrom C. Die Ubertragung
der Elektronen von Komplex Il auf Cytochrom C ist messbar, da die Reduktion von Cytochrom C
einen Farbumschlag von karminrot zu himbeerrot erzeugt. Diese Farbanderung wird mit einem
Rechner — gesteuerten und Temperatur — regulierten Spektrophotometer lber einen gewissen
Zeitraum aufgezeichnet. Durch das angewendete duale Wellenldangen —Verfahren kann die
Kinetik der Elektronenibertragung anhand des Zeitverlaufes der Reduktion von Cytochrom C,
und damit die Aktivitdt der Mitochondrien, eindeutig bestimmt werden. Die Weitergabe der
Elektronen von Cytochrom C auf Komplex IV (Cytochrom C-Oxidase) und die damit
einhergehende Oxidierung von Cytochrom C wird durch den Inhibitor Natriumcyanid verhindert.
Je 1.5 Mio HK-2 Zellen wurden in 10 cm® — Schalen in 10 ml Medium ausgesat. Nach Adhésion
der Zellen wurde fir 16 h entweder 5 uM GW3965 oder 5 uM DMSO ins Kulturmedium
zugegeben und anschlieRend fiir weitere 24h je 50 pg/ml oxLDL oder 0,15 uM Olsiure. Danach
wurden die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen, mit einem Zellspatel in 1.5 ml PBS abgeschabt
und in 2 ml Reaktionsgefalle Giberfiihrt. Nachdem die Zellen bei 3000 UpM fiir 5 min zentrifugiert
hatten, wurden sie auf Eis gelagert und fir die Messung in Mitochondrienpuffer mit 0,015%
Digitonin fiir 30 min auf Eis permeabilisiert. Die permeabilisierten Zellen wurden fiir die Messung
von Komplex | und Komplex Il entsprechend mit 0,5 mM NADH und 20 mM Natrium — Succinat
sowie dem Inhibitor Natriumcyanid (5 mM) und 40 uM oxidiertem Cytochrom C in einem
Volumen von 300pul in Mitochondrienpuffer inkubiert und bei 37°C fiir 15 — 30 min vermessen.
Die Ergebnisse wurden auf die Proteinkonzentration der Zellsuspension normalisiert [96, 97]. Die
Bestimmung von ATP wurde von Dr. Sven Sauer mit dem CellTiter Glo Assay (Promega, USA)
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Messung wurde 2 mal in Duplikaten

durchgefihrt.
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3.2.16. Histochemische und immunohistochemische Féirbungen an Nierengewebeschnitten

2 mm dicke Gewebeschnitte der entkapselten Nieren wurden direkt nach der Entnahme in je 4%
Formalin in PBS und Zinkfixativ Gber Nacht immersionsfixiert oder in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -80°C gelagert. Die fixierten Gewebeproben wurden in Paraffin eingebettet
und davon 3 um dicke Gewebeschnitte angefertigt. Paraffinschnitte wurden durch sequenzielle
Immersion in Xylol, Ethanol (100%, 96%, 80%, 70%) und Wasser entparaffiniert. Fiir die PAS —
Reaktion wurden die Proben fiir 5 min in 1% Periodsdure inkubiert, mit H,O gespult und
anschlielend 5 —10 min in Schiff — Lésung inkubiert. Nach mehrmaligem Spilen mit H,0 und
Trocknen folgt die Farbung mit Hdmalaun (nach Mayer). Fiir die Trichromfarbung nach Masson —
Goldner wurden die entparaffinierten Schnitte mit Eisenhdmatoxylin — Losung (nach Weigert)
gefarbt und mit H,O gespilt. Danach folgte die Farbung mit Saurefuchsin,
Phosphorwolframsdure — Orange G und Lichtgriin SF, zwischen der Farbung wurde mit 1% Essigsaure
gespllt. Nach der Farbung wurden die Schnitte generell durch eine Alkoholreihe (70% — 100%) und
Xylol dehydriert und mit Eindeckmedium konserviert. Fir Immunohistochemie wurden Formalin —
fixierte und Zink — fixierte (F4/80 bei eNOS-/- Mdusen) entparaffinierte Schnitte mit Citratpuffer
pH 6,0 bei 98°C fir 20 min in der Mikrowelle oder mit Tris pH 9,0 fir 5 min im Druckgarer
behandelt, um Antigene nach der Paraffineinbettung wieder herzustellen. Danach folgte ein
Block unspezifischer Bindestellen mit 10% Kalberserum in PBST fir 30 min. Die
Antikorperfarbung von F4/80, Mac-2, CD3, WT1, Desmin und oa-Glattmuskelaktin wurden mit
Antikorper — Verdinnungslésung  und  einem  auf  Alkaline Phophatase — basierendem
Detektionssystem durchgefiihrt. Fir Antikérperfarbungen von Tip47, Perilipin, XOR und 3-
Nitrotyrosin wurde ein Avidin/Biotin — Detektionssystem verwendet. Als Kontrolle wurde die
Farbung jeweils ohne Primarantikorper durchgefiihrt. Gefrierproben wurden am Cryostat in
Tissue Tek® eingebettet und 5 um Schnitte hergestellt welche mit 4% Formalin fixiert wurden.
Die Fettrot — Farbung erfolgte gemal? 3.2.13.

Gewebeschnitte und deren weitere Behandlung wie Antikorperfarbungen, PAS-Reaktion
(Periodic Acid Schiff) [98], Masson's Trichrom und Fettrot — Farbung sowie das Ansetzen der
Fixative, wurden von Mitarbeitern der Histologie — Abteilung der Arbeitsgruppe von Prof. Gréne

durchgefihrt; Claudia Schmidt, Gabi Schmidt und Anna-Lena Weiss.

3.2.17. Elektronenmikroskopie

2 mm dicke Gewebeschnitte der entkapselten Nieren wurden direkt nach der Entnahme bei RT

in Karnovsky — Losung fixiert. Nach 3h wurde das Fixativ erneuert und die Probe bis zur weiteren
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Aufbereitung bei 4°C gelagert. 70 nm Ultradlinnschnitte wurden mit Eisencitrat und Uranylacetat
gefarbt. Die Aufbereitung der Probe sowie die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden
von Silvia Kaden aus der Histologie — Abteilung der Arbeitsgruppe von Prof. Grone angefertigt.
Die Beurteilung der Aufnahmen und die Messung der Dicke der glomeruldaren Basalmembran

wurden von Dr. Eva Kiss durchgefiihrt.

3.2.18. Auswertung von gefédrbten Gewebeschnitten

Die quantitative Auswertung von Gewebefdrbungen (WT1, Desmin, F4/80, CD3, o-
Glattmuskelaktin) wurde bei einer VergroBerung mit 40x Objektiv durchgefiihrt. Es wurden
positive Zellen in 20 zufalligen Gewebeausschnitten im Bereich der Nierenrinde und des dulReren
Streifens des Nierenmarks oder in 50 Glomeruli gezahlt. Die semiquantitative Auswertung
(Tip47, 3-Nitrotyrosin, Xanthin — Oxidoreduktase, Schaumzellen) wurde bei einer VergroRerung
mit 40x Objektiv an 30 — 50 Gewebeausschnitten der Nierenrinde und des duBeren Streifens des
Nierenmarks, bzw. an mind. 50 Glomeruli, durchgefiihrt. Anhand der Intensitdt und Verteilung
der Farbung wurde mit folgender Klassifikation, negativ = 0; wenig = 0,5; moderat = 1; viel = 2;
sehrviel =3, ein Messwert (Score) berechnet: Aufsummierung der Teilergebnisse aus der
Multiplikation des Prozentteils der Werte mit dem entsprechenden Wert der Klassifikation. Z.B.
[(X/30) x 0,5+ (Y/30) x 1 + (Z/30) x 2 ..] x 100% = Score fur 30 Gewebeausschnitte. Bei
Schaumzellen wurde eine Skala fir deren Ausbreitung in Glomeruli verwendet, keine
Schaumzelle = 0; weniger als 25% =0,5; 26 —50% =1; 51 —75% =2 und mehr als 75% =3, die
Berechnung ist entsprechend [99]. Die Auswertung wurde an PAS — gefarbten Gewebeschnitten
durchgefiihrt. Die morphometrische Auswertung interstitieller Fibrose wurde an Masson's
Trichrom gefarbten Gewebeschnitten mit Hilfe eines halbautomatischen Bildanalyseprogramms
(Leica Q600 QWin) bei hundertfacher VergroBerung durchgefiihrt. Fibrotische Areale in 10
zufallig gewadhlten Gewebeausschnitten der Nierenrinde und des &duReren Streifens des
Nierenmarks wurden als Prozent der interstitiellen Flache, nach Ausschluss von Glomeruli,
angegeben. Die morphometrische Quantifizierung der mesangialen Matrix wurde mit Hilfe der
gleichen Software anhand der Point — Counting Methode berechnet [99]. Hierzu wurden 50
Glomeruli in PAS — gefarbten Gewebeschnitten ausgewertet. Das Ergebnis wird als Anteil der

glomeruladren Schnittoberflache angegeben.
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3.3. Arbeiten mit Versuchstieren

3.3.1. STZ - Injektion von Versuchstieren

Zur Induktion von Hyperglykdamie als Modell flir Diabetes mellitus bekamen Versuchstiere das
Inselzelltoxin Streptozotozin (STZ) intraperitoneal (i.p.) unter Isofluran — Narkose injiziert
nachdem sie 4h gefastet hatten. Es wurden 2 Mal an 5 konsekutiven Tagen je 40 mg/kg
Korpergewicht verabreicht mit einer 7 — tagigen Pause dazwischen. Das STZ wurde in Citratpuffer

geldst und innerhalb von 30 min verwendet. In Kontrollgruppen wurde nur Citratpuffer gespritzt.

3.3.2. Blutzuckerkontrolle von Versuchstieren

Diese Untersuchung erfordert keine Narkose mit Isofluran und somit wurde der
Blutzuckerspiegel dadurch nicht beeinflusst. Des Weiteren wurden die Tiere 4h vor der Messung
entflttert, um Schwankungen des Blutzuckerspiegels durch unregelmaRige Futteraufnahme zu
minimieren. Im Falle der hyperglykdmischen Tiere wurde 1 Mal wochentlich der
Blutzuckerspiegel aller Versuchstiere mit dem AKKU — Chek System Uberpriift. Des Weiteren
wurde mit diesem System bei allen Versuchstieren 1 Mal monatlich direkt vor der retrobulbaren
Blutentnahme der Blutzuckerspiegel bestimmt. Zunachst wurde mit einer sterilen Kanile eine
kleine Wunde am Schwanzende appliziert und ein Tropfen Blut durch Ausstreichen des
Schwanzes zur Spitze hin herausgedriickt. Der Blutstropfen wurde auf einem Analysestreifen mit
dem dazugehorigen AKKU — Chek Gerat ausgewertet und die Glukosekonzentration in mg/dl auf

dem Display angezeigt.

3.3.3. Retrobulbdire Blutentnahme bei Versuchstieren

Die Tiere wurden vor der Blutentnahme 4h entflttert. Nachdem mit Isofluran narkotisiert wurde
konnten mit Hilfe einer Glaskapillare am rechten Auge der Maus ca. 300 pl Blut entnommen
werden. Dazu wurde die Kapillare parallel entlang der Schnauze an den vorderen Augenwinkel
gefuhrt und dann mit leichtem Druck in einer Drehbewegung zwischen Auge und Augenhdhle
durch die Bindehaut Richtung gegeniberliegendem Kiefergelenk gedriickt und so der
Venenplexus punktiert. Uber die Kapillare wurden die Blutstropfen in Lithium-Heparin —
Rohrchen auf Eis gesammelt. Nach der Entnahme wurden mit leichtem Druck die Lider des
Tieres zusammengedriickt um mogliche Nachblutungen zu unterbinden. Die Proben wurden fir
5—-10min bei 4°C und 3.000 UpM zentrifugiert und das Plasma in 1,5 ml Reaktionsgefilie

Uberfliihrt und bei -20°C eingefroren.
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3.3.4. Stoffwechselkdfig — Untersuchung von Versuchstieren

Mause wurden zu Versuchsbeginn und in der letzten Woche vor Versuchsende einzeln in
Stoffwechselkafigen ohne Futter bei Wasser ad libitum gehalten. Bei einer Dauer von 15 Stunden
wurden Urin und Kot der Mause gesammelt und das Volumen gemessen. Die Tiere wurden vor
und nach der Untersuchung gewogen. Des Weiteren wurde die Menge an getrunkenem Wasser

ermittelt.

3.3.5. Analyse von Blut— und Urinproben

Blut— und Urinproben wurden in der Abteilung von Prof. N. Gretz in Mannheim an einem Hitachi
917 Autoanalyzer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) von Frau Seelinger analysiert und
folgende Parameter bestimmt: Plasmawerte von Glukose, Harnstoff, Natrium, Kalium,
Gesamtcholesterin,  Triglyzeride,  Alanintransaminase, Aspartattransaminase, Alkaline
Phosphatase sowie Urinparameter von Albumin, Glucose, Harnstoff, Natrium und Kalium.
Kreatinin wurde mittels einer enzymatischer Bestimmungsmethode (Crea Plus Kit, Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim) ermittelt.

3.3.6. Berechnung von Nierenfunktionsparametern

Die Kreatinin — Clearance (Cc;) wird mit der Formel

Cer = (Ucr @ Vu)/(Scr @ Zeit © Gewicht)
berechnet und lasst sich auch bei Mausen anwenden. Dabei sind Uc und S¢; die Kreatinin —
konzentrationen aus Urin und Blutplasma in mg/dl und Vy das Harnvolumen in Milliliter. Das
Kérpergewicht wird in Gramm angegeben, die Zeit in Minuten und bezeichnet die Spanne Uber
die der Urin gesammelt wurde. Da Kreatinin tubuldr nicht riickresorbiert wird und nur bei
Mannern sezerniert wird, kann man von der Naherung ausgehen dass jedes Molekil Kreatinin
letztlich im Harn erscheint. Damit ist es eine zuverldssige Indikatorsubstanz fir die
Filtrationsleistung der Niere [14].
Die fraktionelle Exkretion gibt den Anteil der Ausscheidung von Elektrolyten im Verhaltnis zur
Kreatinin — Clearance Gber den Harn an und wird mit der Formel

FE = [(Ue/Se) @ (Scr /Ucr)] @ 100%
angegeben. Ug und S¢ sind die Konzentrationen der Elektrolyte (z.B. Natrium, Kalium oder
Phosphat) in mMol/ml im Urin und im Blutplasma und Sc sowie Ug die Kreatinin—

Konzentrationen in mg/dl im Blutplasma und im Urin.
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3.3.7. Durchfiihrung und Aufbau des Tierversuchs A (Versuchsnummer 74/06) mit LDLR-/-
Maiusen

Die Durchfiihrung dieses Versuches wurde von Frau Dr. Eva Kiss geleitet und im Tierstall des
Universitatsklinikums Mannheim unter der Leitung von Frau Dr. Krdnzlin und Mitarbeitern
durchgefiihrt. Ich habe mich selbst an diesem Versuch durch Probenentnahmen von Blut und
Urin sowie durch Auswertung von Versuchsdaten und Gewebeschnitten beteiligt.

Im Alter von 9 Wochen wurden mannliche LDLR-/- M&use in den Versuch genommen und auf 8
Versuchsgruppen verteilt.

In Lebenswoche (LW)9 und LW11 bekamen die Tiere STZ-—Injektionen von 40 mg/kg
Korpergewicht an 5 konsekutiven Tagen oder Citratpuffer i.p. (3.3.1.). Zur Erhebung von
Ausgangsparameter Uber die Physiologie der Tiere wurde in LW12 unter Isofluran — Narkose
retrobulbar Blut entnommen und am Folgetag Uber 15h in metabolischen Kafigen Urin
gesammelt. Daraufhin wurden die Tiere von Normaldidt auf die ihrer Versuchsgruppe
entsprechende Versuchsdidt umgestellt (Tab. 2). Bei Tieren mit Hyperglykdmie wurde im Laufe
des gesamten Versuches 1 Mal woéchentlich der Blutzucker mittels ACCU — Check ermittelt
(3.3.2.). Jeweils in LW17, LW22 und bei Versuchsende in LW27 wurden die retrobulbare
Blutentnahme (3.3.3.) und eine Untersuchung im metabolischen Ké&fig durchgefihrt (3.3.4.).
Wenige Tage nach der letzten Untersuchung im Stoffwechselkafig wurden die Tiere durch
zervikale Dislokation getdtet und lber den rechten Ventrikel mit PBS perfundiert. Beide Nieren
wurden, nach Entfernen der Nierenkapsel, mit einer Rasierklinge in koronare, ca. 2 mm dicke
Scheiben geschnitten und fiir histologische und immunhistologische Analysen jeweils in 4%
Formaldehyd und Zinklésung, sowie fir elektronenmikroskopische Aufnahmen in Karnovsky —
Losung fixiert. Des Weiteren wurde fiir die Isolierung von RNA je eine Scheibe in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Blut— und Urinproben wurden in der Abteilung von

Prof. Gretz in Mannheim an einem Hitachi Autoanalyzer analysiert (3.3.5.).
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Gruppe Behandlung Anzahl der Tiere Dauer
Experimentaldiat

la Chow 6 15 Wochen
1b Western Diat (WD) 6 15 Wochen
lc Chow + STZ 8 15 Wochen
1d Western Diat + STZ 6 15 Wochen
2a Chow + GW3965 4 15 Wochen
2b Western Diat + GW3965 6 15 Wochen
2¢c Chow + GW3965 + STZ 5 15 Wochen
2d WD + GW3965 + STZ 6 15 Wochen

Tab. 2 Versuchsaufbau und Gruppenubersicht des Tierversuches 74/06 mit LDLR-/- M&usen

3.3.8. Durchfiihrung und Aufbau des Tierversuchs B (Versuchsnummer 104/10) mit
eNOS-/- Mdéusen

Die Durchfiihrung des Versuches wurde von mir geleitet und zum GrofSteil auch selbst
durchgefiihrt. Der Tierversuch hat im Tierstall des Universitatsklinikums Mannheim unter Leitung
von Frau Dr. Kranzlin und Mitarbeitern stattgefunden.

Im Alter von 3 Wochen wurden die Tiere genotypisiert und mit 4 Wochen wurden mannliche
eNOS-/- Méause in den Versuch genommen und auf 8 Versuchsgruppen verteilt.

In Lebenswoche (LW) 4 wurde allen Tieren durch unilaterale Nephrektomie die linke Niere
entfernt. Die Operation wurde von Viktoria Skude und Elisabeth Wiihl im Tierstall Mannheim
durchgefihrt. In LW7 und LW9 bekamen die Tiere STZ - Injektionen von 40 mg/kg
Korpergewicht, oder Citratpuffer zur Kontrolle, an 5 konsekutiven Tagen i.p. (3.3.1.). Bei
hyperglykamischen Tiere wurde einmal pro Woche lber den gesamten Versuchszeitraum der
Blutzuckerspiegel mittels AKKU — Check Uberpriift (3.3.2.). Um die Ausgangsparameter fir die
Physiologie der Tiere zu erfassen wurde in LW11 retrobulbar Blut entnommen (3.3.3.) und am
Folgetag Uber 15h ohne Futter in metabolischen Kafigen Urin gesammelt (3.3.4.). Direkt im
Anschluss wurde das Futter von Normaldiat, entsprechend der Versuchsgruppe, auf eine von
4 Experimentaldiaten umgestellt (Tab. 3). Jeweils in LW16, LW20 und bei Versuchsende in LW24
wurde retrobulbar Blut entnommen und eine Untersuchung im Stoffwechselkafig durchgefihrt.
Wenige Tage nach der letzten Untersuchung wurden die Tiere durch Genickbruch getétet und

die verbliebene rechte Niere entnommen, die Nierenkapsel entfernt und mit einer Rasierklinge
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ca. 2 mm dicke, koronare Scheiben geschnitten. Fiir histologische und immunohistologische
Analysen wurde je eine Scheibe in 4% Formaldehyd und Zinkl6sung, sowie fir
elektronenmikroskopische Aufnahmen in Karnovsky — Losung, fixiert. Des weiteren wurden fiir
die Isolation von RNA die Nierenpole in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Eine Ubersicht der Versuchsgruppen ist in Tabelle 3 zusammengefasst.

Gruppe Behandlung Anzahl der Tiere Dauer
Experimentaldiat

la Chow 4 12 Wochen
1b Western Diat (WD) 8 12 Wochen
lc Chow + STZ 6 12 Wochen
1d Western Diat + STZ 7 12 Wochen
2a Chow + GW3965 6 12 Wochen
2b Western Diat + GW3965 8 12 Wochen
2¢c Chow + GW3965 + STZ 7 12 Wochen
2d WD + GW3965 + STZ 8 12 Wochen

Tab. 3 Versuchsaufbau und Gruppenibersicht des Tierversuches 104/10 mit eNOS-/- Mausen.

3.4. Statistische Analysen

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert (MW) + Standardfehler des arithmetischen Mittels (SEM)
angegeben. Zwei Gruppen wurden mit dem nichtparametrischen Wilcoxon — Mann — Whitney

Test verglichen. Bei einem p — Wert <0,05 wurde das Ergebnis als statistisch signifikant erachtet.
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4. Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Leber-X-Rezeptor — Aktivierung (LXR)
durch den synthetischen Agonisten GW3965 auf die Entwicklung der in diabetischen Patienten
auftretenden diabetischen Nephropathie in zwei verschiedenen Tiermodellen untersucht. Hierzu
wurden charakteristische metabolische Stérungen in LDLR-/- Mausen (4.1.) bzw. in eNOS-/-
Mausen (4.2.) induziert. Hyperglykdmie wurde durch Injektion von Streptozotozin verursacht,
welches die B — Zellen des Pankreas zerstért und damit ein Model fur Diabetes mellitus Typ |
darstellt. Durch Fitterung mit einer fett— und cholesterinreichen Didt konnte in den Tieren ein
hyperlipiddmischer Zustand erreicht werden, welcher im ersten Modell durch die Defizienz von
LDLR noch verstarkt wurde. Nach Beenden des Versuches wurde den Tieren Blut und Urin
entnommen, um funktionelle Parameter zu ermitteln. Des Weiteren wurde an Nierengewebe die
Morphologie und damit der Grad der Gewebeschadigung untersucht. Mit Hilfe der in vitro
Experimente an humanen immortalisierten proximalen Tubuluszellen konnte ein Einblick in den
Mechanismus der Zellschadigung gewonnen werden, der durch die Bildung von Lipidtrépfchen
ausgelost werden konnte. Diese treten in den Tubuluszellen bei Patienten mit diabetischer

Nephropathie sowie bei den entsprechenden Tiermodellen auf.

4.1. Modell 1: Lipid — verstarkte Hyperglykdmie in LDL — Rezeptor defizienten Mausen

GemalR des Versuchsaufbaus (3.3.7.) wurde der Effekt einer Aktivierung von LXR durch den
Agonisten GW3965 anhand normalernihrter LDLR-/- Kontrolltiere (Chow), hyperlipidamischer
(WD), hyperglykamischer (STZ) und kombiniert hyperlipiddmischer/hyperglykamischer
(WD + STZ) LDLR-/-M3&use untersucht werden. Nach 4 Monaten wurden die Tiere am Ende des
Experimentes entnommen. Anhand von Blut-, Urin- und Gewebeproben konnten die Effekte der

LXR-Stimulation auf die Entwicklung einer diabetischen Nephropathie untersucht werden.

4.1.1. LXR-Aktivierung durch GW3965 wirkt sich positiv auf den Allgemeinzustand von
diabetischen und/oder hyperlipidéimischen Versuchstieren aus

Nach Beenden des Experimentes wurden die LDLR-/- Mduse gewogen und nach zervikaler

Dislokation die Nieren der Tiere entnommen und ebenfalls gewogen. Des Weiteren wurden von
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den gewonnenen Blutproben biochemische Parameter wie u.a. Blutzucker, Cholesterin—und
Triglyzeridwerte bestimmt.

Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse aus allen Versuchsgruppen. Durch die fettreiche
Erndhrung (Western Diet, WD) erreichten die Tiere aus Gruppe 1b bei konstanter Gewichts —
zunahme ein signifikant hoheres Kérpergewicht im Vergleich zu allen anderen Versuchsgruppen.
Im Gegensatz dazu waren die Tiere aus Gruppe 1d durch die zusatzliche Hyperglykdmie und
damit verbundenen metabolischen Veranderungen viel starker belastet und verloren zum
Versuchsende hin deutlich an Gewicht, waren geschwacht und lethargisch. Bei allein
hyperglykamischen Tieren war dieser Effekt weniger stark ausgepragt. Die Aktivierung von LXR
durch GW3965 verhinderte einen Gewichtsanstieg bei WD ernahrten Tieren (Gruppe 2b) und
verbesserte die allgemeine Konstitution der hyperglykdamischen und hyperlipiddamischen Mause,
sie waren agiler und kraftiger. Bei normal ernahrten Tieren hatte GW3965 wie erwartet keinen
Effekt auf das Ebenso wurde der sowohl von

Korpergewicht. Blutzuckerspiegel

normoglykdamischen, als auch von diabetischen Tieren durch GW3965 nicht signifikant

beeinflusst.
Versuchsgruppe Koérpergewicht Niere/KG Glukose Cholesterin Triglyzeride
[g] [%] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl]
1. LDLR-/-
1a Chow (n=6) 30.8+1.5 0.59+0.01 196.7+ 8.2 456.5+52.2 192.7 +£15.7
+ * + k%
1b WD (n=6) 39119 0.62 £ 0.06 229.8+17.3 1075.0+128.8 277.3+ 92.5
vgl. 1a vgl. 1a
27.1+0.6* 0.68 +0.02** 410.7 £ 55.9**
= + +
1c STZ (n=8) vel. 1a, ** vgl. 1b vel. 1a vel. 1a, 1b 602.2 +59.9 205.0 +20.3
24.1+0.9* 0.83 +0.10** 403.6 £55.6**  1514.0 + 182.7** 377.0 + 103.7*
1d WD +STZ (n=6) vgl. 13, 1b vgl. 1a vgl. 13, 1b vgl. 13, 1c vgl. 1a
2. LDLR-/- + GW3965
+ * %k
2a Chow (n=4) 314+0.6 0.60£0.01 234.8+11.5 438.5+21.7 468'3g|' 12'6
+ * + *
2b WD (n=6) 31613 0.57 +0.02 233.7+15.9 971.2£268.6 279.4+75.8
vgl. 1b vgl. 2a
249 £1.2% 492.0 £+ 71.7*
= + + +
2¢ STZ (n=5) vl. 23, ** vgl. 2b 0.69 +0.03 vel. 23, 2b 4455 +52.1 346.8 +90.4
2 D +STZ (n= +1.2%* .0 +£64.9* .0 £275.0**
dw STZ (n=6) 25.5+1.2 0.59 +0.03 403.0+64.9 1205.0 £ 275.0 361.7+52.1
vgl. 2a, * vgl. 2b vgl.2a, 2b vgl. 2a, 2c

Tabelle 4 Gruppeniibersicht und Aufstellung biologischer und biochemischer Parameter von Versuchstieren.
MW + SEM, p*=0,05; p**= 0,01

Durch die Defizienz des LDL — Rezeptors zeigten alle Tiere von Grund auf einen sehr viel hoheren
Cholesterinspiegel und héhere Plasma — Triglyzeridwerte im Vergleich zu C57/BI6 Kontrolltieren.

Dennoch kommt es bei der Erndhrung mit WD zur signifikanten Erhohung des Cholesterin— und
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Triglyzeridspiegels, wobei dieser Effekt noch starker ausgepragt war, wenn die Mause zusatzlich
hyperglykdamisch waren. Die Aktivierung von LXR verhinderte zwar den Anstieg des
Koérpergewichtes dieser Tiere, beeinflusst aber nicht signifikant den Cholesterinspiegel oder die
Triglyzeridwerte im Plasma bei fett— und cholesterinreicher Erndhrung. Bei normal erndhrten
Tieren flihrt GW3965 zu einem Anstieg des Triglyzeridspiegels. Als indirekter Hinweis auf
entzindliche Prozesse war das relative Gewicht der Niere im Verhaltnis zum Koérpergewicht bei
diabetischen und diabetischen/hyperlipidamischen Tieren hoéher als von Versuchstieren mit

Normaldiat (Gruppe 1c, 1d).

4.1.2. Die Nierenfunktion kann durch LXR — Aktivierung bei fortschreitender Erkrankung
erhalten werden

Durch die Analyse von Urinproben konnten zusammen mit Daten aus der Blutuntersuchung
einige Aspekte der Nierenfunktion untersucht werden. Die Bestimmung der Kreatinin - Clearance
ist dabei von zentraler Bedeutung (3.3.6.). Ein Absinken der Kreatinin — Clearance deutet auf eine
eingeschrankte Filtrationsleistung der Niere hin und damit auf eine Verringerung der
Nierenfunktion. Wie in Abb. 8 dargestellt, nahm die Kreatinin — Clearance mit zunehmender
Belastung durch Hyperlipidamie und Hyperglykdmie ab. Durch die Aktivierung von LXR Uber die
Gabe von GW3965 konnte die Nierenfunktion bis auf ein leichtes Absinken erhalten werden. Im
Vergleich zu den entsprechenden Versuchsgruppen ohne GW3965 — Therapie zeigen die

behandelten Tiere eine signifikant héhere Kreatinin — Clearance.

Kreatinin - Clearance

Bl LDLR-/-
3 LDLR-/- + GW3965
‘*PO 10+
— &&
'<_| &&
X - &&
= *x
£ 57 "
£,
0_

Chow WD Chow WD
STZ STZ
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Abb. 8 Kreatinin — Clearance in LDLR-/- Miusen als MaR fiir die Nierenfunktion.

Die Versuchstiere wurden fur 15h in metabolischen Kéfigen gehalten und der Urin wahrenddessen gesammelt.
Die Abbildung zeigt die Kreatinin-Clearance von normal ernahrten Tieren (Chow), hyperlipiddmischen (WD),
hyperglykdmischen (STZ) sowie hyperlipiddmischen/hyperglykdmischen (WD + STZ) Madusen mit und ohne
Zugabe von GW3965 lber das Futter. Die Aktivierung von LXR mittels GW3965 verminderte ein Absinken der
Kreatinin-Clearance bei hyperlipiddmischen und/oder hyperglykdmischen LDLR-/- M3usen. MW * SEM, n = 4-8;
p**= 0,01 im Vergleich zu LDLR-/- + Chow und p*®= 0,01 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und
ohne GW3965.

Ein weiterer Parameter zur Untersuchung der Nierenfunktion ist die erhéhte Konzentration von
Albumin im Urin. Werden die Nieren in ihrer strukturellen Integritat geschadigt, kdbnnen auch
groBere Molekile die Blut — Harn — Schranke passieren, welche zuvor nicht hindurch gelangten.
Sie wird als Albuminurie bezeichnet. Wie aus Abbildung 9 hervorgeht, verursachte eine
fettreiche Erndhrung oder Hyperglykdmie eine leicht erhéhte Ausscheidung von Albumin im
Vergleich zu normal erndhrten LDLR-/- Ma&usen. Hyperlipiddmische und diabetische Tiere
dagegen zeigen einen dreifachen Anstieg der Alouminkonzentration im Urin. Durch die Gabe von
GW3965 war die Albuminurie bei diesen Mausen in signifikantem Male verringert. Somit konnte
durch Aktivierung von LXR die Nierenfunktion im Vergleich zu Versuchsgruppen ohne GW3965 —

Zusatz zu einem beachtlichen Anteil erhalten werden.

Albuminurie
40
* Hl LDLR-/-
[ LDLR-/- + GW3965
304
— &
=
S 204 N
=3
10
Chow WD Chow WD
STZ STZ

Abb. 9 Albuminkonzentration im Urin von LDLR-/- M&usen.

Die Versuchstiere wurden fir 15h in metabolischen Kafigen gehalten und der Urin wahrenddessen gesammelt.
Die Abbildung zeigt die Albuminkonzentration im Urin von normal ernahrten Tieren (Chow),
hyperlipiddmischen (WD), hyperglykdmischen (STZ) sowie hyperlipiddmischen/hyperglykdmischen (WD + STZ)
Mausen mit und ohne Zugabe von GW3965 Uber das Futter. Durch LXR-Aktivierung mittels GW3965 konnte die
Albuminurie in hyperlipidamischen und hyperglykdmischen LDLR-/- Mausen verhindert werden. MW = SEM,
n=4-8; p*=0,05; p**=0,01 im Vergleich zu LDLR-/-+ Chow und p&= 0,05 Vergleich zwischen der
Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.
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4.1.3. Morphologische Veriinderungen der Nieren werden durch LXR-Aktivierung bei
hyperglykdmischen und/oder hyperlipidémischen LDLR-/- Mdusen gemildert

Um die Verdanderungen, welche durch die verschiedenen Versuchsbedingungen hervorgerufen
wurden, zu erfassen und auszuwerten, wurden Gewebeschnitte der entnommenen und fixierten
Nieren angefertigt und gefarbt. Abbildung 10 zeigt eine Zusammenstellung reprasentativer
Ausschnitte von PAS —gefarbten Nierenproben (3.2.16.). Im Vergleich zu normalerndhrten
LDLR-/- Maéusen zeigten diabetische oder hyperlipiddmische Tiere leichte morphologische
Veranderungen. Bei allein hyperglykdmischen LDLR-/- M&dusen kam es vermehrt in Glomeruli zu
mesangialer Matrixvermehrung (Abb. 10 Pfeilspitzen), die bei LXR — Aktivierung in reduziertem
MaRe aufgetreten war. Bei Versuchstieren mit fettreicher Erndhrung bildeten sich vereinzelt
Schaumzellen in Glomeruli und Lipidablagerungen in den Tubuluszellen, welche ebenfalls bei
Gabe von GW3965 in viel geringerem Malie beobachtet werden konnten. Ausgepragte
Veranderungen zeigten sich bei diabetischen und hyperlipiddmischen LDLR-/- Tieren. Es bildeten
sich in der Mehrzahl der anzutreffenden Glomeruli Schaumzellen (Abb. 10 Stern) und ebenso
vermehrt wurden sie im Interstitium vorgefunden. Darlber hinaus kam es in den Tubuli zu, teils
massiven, Lipidablagerungen und der Bildung von Lipidtropfchen unter Degeneration der
Tubuluszellen (Abb. 10 Pfeil). Durch die Aktivierung von LXR konnten diese ausgepragten
morphologischen Veranderungen deutlich verringert werden. Um die beobachteten
pathologischen Auffilligkeiten genauer beurteilen zu kbénnen, wurde die mesangiale
Matrixvermehrung und die Schaumzellbildung an PAS—gefiarbten Gewebeschnitten
guantifiziert. Die Ergebnisse wurden in Abb. 11 zusammengefasst. Glomeruldre Schaumzellen
wurden hinsichtlich Haufigkeit und AusmaR des Befalls von Glomeruli semiquantitativ evaluiert
und als prozentualer Schadenswert angegeben (3.2.18.). Die mesangiale Matrixvermehrung
wurde als Anteil der glomeruldren Oberflache im Gewebeschnitt morphometrisch ausgewertet.
Wie bei Abb. 10 bereits dargestellt, fiihrte die Stimulation von LXR zu einem Ausbleiben von
vermehrter Matrixbildung im Mesangium und nur zu einem minimalem Anstieg der
Schaumzellbildung bei hyperglykdamischen und hyperlipidamischen Versuchstieren im Vergleich

zu nicht GW3965 — behandelten LDLR-/- M&usen.
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Abb. 10 Zusammenstellung reprasentativer Ausschnitte von PAS-gefiarbten Gewebeschnitten.
Formalin-fixierte Gewebeproben der Nieren von LDLR-/- Tieren wurden in Paraffin eingebettet, 3 um dick
geschnitten, entparaffiniert und PAS-gefarbt. Die morphologische Evaluation wurde am Mikroskop bei 200-
facher VergroBerung durchgefiihrt. Normalerndhrte Versuchstiere zeigten eine unauffallige Nierenmorphologie
(LDLR-/-), bei diabetischen Mausen (STZ) trat eine mesangiale Matrixvermehrung (Pfeilspitze) auf und bei
kombiniert diabetischen und hyperlipiddmischen LDLR-/- Mdusen (WD +STZ) zusitzlich Schaumzellen in
Glomeruli (Stern) und Lipiddegeneration in Tubuli (Pfeil). Bei Gabe von GW3965 (STZ + GW3965 und
WD + STZ + GW3965) hatten sich diese pathologischen Verdanderungen nur sehr moderat entwickelt.
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Abb. 11 Quantifizierung der mesangialen Matrixvermehrung und Schaumzellbildung.

PAS-gefarbte, 3 um dicke Nierengewebsschnitte von LDLR-/- Mdusen wurden auf glomeruldre Verdnderungen
hin untersucht (3.2.18.). (A) Morphometrische Evaluation der mesangialen Matrixvermehrung im Verhaltnis zur
glomerularen Oberfliche mit der Point-Counting-Methode. Die Verabreichung von GW3965 verminderte in
hyperlipiddmischen (WD), diabetischen (STZ) und hyperlipidamischen/hyperglykdmischen (WD + STZ) Mausen
die Bildung extrazelluldrer Matrix im Mesangium im Vergleich zu Kontrolltieren (Chow). (B) Semiquantitative
Auswertung der Schaumzellbildung in Glomeruli. Die LXR-Aktivierung durch GW3965 unterbindet die massive
Bildung von Schaumzellen in hyperlipiddmischen und hyperglykdmischen M&usen (WD + STZ). MW £ SEM,
n = 4-8; p*=0,05; p**= 0,01 im Vergleich zu LDLR-/- + Chow und p&= 0,05; p&&= 0,01 im Vergleich zwischen der
Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.

Patienten mit diabetischer Nephropathie zeigen in Glomeruli einen Verlust von Podozyten sowie
geschadigte Podozyten [100]. Um die Nierenmorphologie der Versuchstiere dahingehend
genauer zu untersuchen, wurden zundchst immunohistochemische Farbungen fiir WT-
1 (Wilms Tumor 1) zur Darstellung der Podozyten und von Desmin, einem Typ lll
Intermediarfilament, welches unter pathophysiologischen Bedingungen in der Niere von
Podozyten exprimiert wird, untersucht. Bei normalerndhrten LDLR-/- M3usen konnten zwischen
11 und 12 Podozyten pro Glomerulusschnittflaiche gezahlt werden (Abb.12 A und D). Im
Vergleich dazu kam es bei hyperlipidamischen oder hyperglykamischen Tieren zu einem Verlust
von Podozyten, welcher sich bei kombiniertem Stress noch verstarkte (Abb. 12 B und D). Die
Aktivierung von LXR durch den Agonisten hatte einen protektiven Effekt auf die Podozyten und
so fanden sich deutlich mehr positive Zellen pro Glomerulus in GW3965 — behandelten LDLR-/-

Tieren als bei Mausen aus der entsprechenden Versuchsgruppe ohne Agonist (Abb. 12 D).
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Abb. 12 Die Stimulation von LXR hat einen protektiven Effekt auf Podozyten.

Gewebeschnitte aus Paraffin-fixierten Nierenproben wurden mit podozytenspezifischem WT1-Antikérper durch
alkaline Phosphatase-Detektion purpur gefarbt und 50 zufillig gewahlte Glomeruli pro Schnitt
ausgezahlt (3.2.18.). Durch einen positiven Effekt sank die Anzahl von Podozyten durch LXR-Stimulation mittels
GW3965, im Vergleich zur entsprechenden unbehandelten Versuchsgruppe, nur leicht ab. (A) Reprasentative
Darstellung von gefirbten Glomeruli von LDLR-/- Kontrolltieren (LDLR-/-), hyperlipiddamischen und
hyperglykdmischen Mausen (WD +STZ) sowie von entsprechend GW3965— behandelten Tieren
(WD+ STZ + GW3965). (B) Quantifizierung von WT1 — positiven Zellen pro Glomerulus. MW £ SEM, n =4-8;
p**=0,01 im Vergleich zu LDLR-/- + Chow und p&= 0,05; p&&= 0,01 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe
mit und ohne GW3965.

Diese Tendenz zeichnete sich auch bei der Auswertung der Desminfarbung ab (Abb. 13). In
normalerndhrten Tieren konnte keine Desminexpression von Podozyten nachgewiesen werden.
Bei fettreicher Didt oder Hyperglykdamie stieg die Zahl von Desmin — exprimierenden Podozyten
an. Durch Gabe von GW3965 konnte der Anstieg der Desminexpression abgemildert werden. Im
Vergleich zu hyperglykamischen und hyperlipiddmischen LDLR-/- Mdusen nahm die Anzahl von

Desmin — exprimierenden Podozyten in GW3965 behandelten Tieren hoch signifikant ab.
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Abb. 13 Die Aktivierung von Mesangiumszellen konnte durch Gabe von GW3965 verringert werden.
Gewebeschnitte aus Paraffin-fixierten Nierenproben wurden mit Desmin-spezifischem Antikdrper durch
alkaline Phosphatase-Detektion braun gefarbt und Desmin-positive Podozyten in 50 zufallig gewdhlten
Glomeruli pro Schnitt ausgezahlt (3.2.18.). Durch den protektiven Effekt auf die glomerulére Struktur sank die
Anzahl Desmin-exprimierender Podozyten durch LXR-Stimulation mittels GW3965, im Vergleich zur
entsprechenden unbehandelten Versuchsgruppe, hoch signifikant ab. (A) Reprasentative Darstellung von
gefarbten Glomeruli von LDLR-/- Kontrolltieren (LDLR-/-), hyperlipiddmischen und hyperglykdmischen Mausen
(WD + STZ) sowie von entsprechend GW3965-behandelten Tieren (WD + STZ + GW3965). (B) Quantifizierung
von Desmin-positiven Podozyten pro Glomerulus. MW + SEM, n =4-8; p*=0,05; p**=0,01 im Vergleich zu
LDLR-/- + Chow und p&&= 0,01 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.

4.1.4. Auch ultrastrukturell kann ein positiver Effekt auf die Integritiit des Nierengewebes
durch die Aktivierung von LXR nachgewiesen werden

Bei diabetischer Nephropathie kommt es, je nach Stadium, bei Patienten zur Verdickung der
glomeruldren Basalmembran, zum Verlust der FuRfortsdtze an Podozyten sowie zum Verlust der
Fenestrae in Endothelzellen. Diese drei Strukturen bilden die Blut — Harn — Schranke und kénnen
nur anhand ultrastruktureller Aufnahmen untersucht werden. Um schlieBlich beurteilen zu
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kénnen, in welcher Weise die zellularen Verdanderungen bei diabetischer Nephropathie in
LDLR-/- M3usen die Filtrationsleistung des Glomerulus eingeschrankt hatten, wurden
ultrastrukturelle Aufnahmen der Komponenten der Blut — Harn — Schranke analysiert. Dariber
hinaus wurden auch proximale Tubuluszellen untersucht. Anhand der elektronenmikrosko —
pischen Aufnahmen konnten die glomeruldare Basalmembran, die FuRfortsdtze von Podozyten
und die Fenestrae der kapilliren Endothelzellen dargestellt und z.T. morphologisch ausgewertet
werden (3.2.17.). Wie in Abbildung 14 zusammengefasst, konnte in hyperlipiddmischen und
hyperglykdmische LDLR-/- Mdusen das Verschwinden von Fulifortsdtzen an Podozyten
(Abb. 11 dicke Pfeilspitze), eine irreguldre Verdickung der glomerularen Basalmembran und der
Verlust von Fenestrae in der Zellmembran von Endothelzellen (Abb. 14 Stern) beobachtet
werden. Abbildung 14 (G) zeigt die morphometrische Quantifizierung der Dicke der
glomeruldaren Basalmembran. Allen pathologischen Veranderungen ist gemeinsam, dass sie bei
LDLR-/- Tieren mit LXR — Stimulation durch GW3965 nur in geringem MaRe auftreten und die
Glomeruli dieser Mause ein ultrastrukturell unauffalligeres Erscheinungsbild haben. Auch die
Ablagerung von Lipidtropfchen in Mesangiumszellen (Abb. 14 Pfeil) und in Epithelzellen des
proximalen Tubulus (Abb. 14 diinne Pfeilspitze) wurde durch GW3965 deutlich verringert. Diese
Ergebnisse bestatigten erneut die protektive Wirkung von LXR auf das Nierengewebe und die
erhohte Nierenfunktion in hyperlipiddmischen und hyperglykdmischen LDLR-/- Mduse bei
GW3965 — Behandlung im Vergleich zu Mausen mit zunehmender diabetischen Nephropathie

ohne Therapie.
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Abb. 14 Elektronenmikroskopische Aufnahmen bestdtigen eine Verringerung von Schiden an der Blut-Harn-

Schranke sowie verminderte Lipiddegeneration in glomeruldren und tubuldren Epithelzellen.
Der Ausschnitt einer glomeruladren Kapillarschleife zeigt bei (A B C) hyperlipidamischen und hyperglykdamischen
LDLR-/- M&usen eine Verdickung der glomeruldren Basalmembran, den Verlust von FuRfortsitzen an
Podozyten (dicke Pfeilspitze) sowie von Fenestrae bei Endothelzellen (Stern) und die Ablagerung von
Lipidtropfchen in Mesangiumszellen (Pfeil) und Epithelzellen (diinne Pfeilspitze) des proximalen Tubulus (C).
(D E F) Nahezu normale Ultrastruktur bei hyperlipiddmischen/ hyperglykdmischen LDLR-/- Mdusen bei LXR-
Aktivierung durch GW3965 in glomeruldren Kapillaren (D E) und Tubulusepithelzellen (F). (G) Quantifizierung
der Vermessung der glomeruldren Basalmembran (3.2.17.). MW £ SEM; p*= 0,05 im Vergleich zu LDLR-/- +
Chow und p&= 0,05 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.
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4.1.5. LXR-Aktivierung durch GW3965 vermindert Lipidablagerungen und moduliert Gene
des Fettstoffwechsels im Nierengewebe von hyperlipidéimischen und
hyperglykémischen Mdusen

Im Nierengewebe allein hyperlipidamischer und zusatzlich hyperglykdmischer LDLR-/- M&use
konnten, wie bereits unter 4.1.1. gezeigt, Lipidablagerungen in Glomeruli und vor allem in
Tubulusepithelzellen beobachtet werden. Fiir eine bessere quantitative Einschatzung der
Lipidablagerungen wurde die Lipid — spezifische Fettrot — Farbung durchgefiihrt, mit welcher sich
neutrale Fette/Lipidtropfchen im Gewebe rot anfirben lassen. Um einen Einblick in die
Interventionsebene von LXR in den Fettstoffwechsel zu erlangen, wurde auch die mRNA —
Expression von Schlisselgenen des Lipidmetabolismus untersucht. Die Aktivierung von LXR
durch GW3965 fiihrte in hyperlipiddmischen und diabetischen Versuchstieren zu einer
erheblichen Minderung der Bildung von Lipidablagerungen in allen Kompartimenten der Niere

(Abb. 15).

Abb. 15 Fettrotfirbung neutraler Lipide in hyperlipiddmischen und zusétzlich hyperglykdmischen LDLR-/-
Mausen.

Gefrierschnitte von -80°C gelagerten Nierenproben wurden fixiert und mit Fettrot angefarbt. In

normalerndhrten LDLR-/- Mausen konnten keine Lipidablagerungen nachgewiesen werden (A). In

hyperlipiddmischen (B) und diabetischen (C) Mausen wurden groRere Lipidablagerungen in Glomeruli und

Lipidtropfchen in Tubulusepithelzellen beobachtet, welche bei LXR-Aktivierung mit GW3965 deutlich verringert

wurden (D). VergroRerung 40x Objektiv.
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Abb. 16 Immunohistochemische Charakterisierung von Lipidtrépfchen — assoziierten Proteinen.
Immunohistochemie mit spezifischen Antikérpern fir die Lipidtropfchen — assoziierten Proteine Tip47 (tail-
interacting protein of 47kDa) und Perilipin an Formalin — fixierten Gewebeschnitten mittels. Die Expression von
Tip47 (A) in Mesangiumszellen und Tubulusepithelzellen und von Perilipin (B) in Schaumzellen der Glomeruli ist
in hyperlipiddmischen und hyperglykdmischen LDLR-/- M3usen im Vergleich zu entsprechend GW3965-
behandelten Tieren viel hoher, wobei die Expression von Perilipin auf glomerulare Schaumzellen beschrankt ist
(B). (C) Quantifizierung der Expression von Tip47 (3.2.18.). MW + SEM, n = 4-8; p*= 0,05 im Vergleich zu LDLR-/-
+ Chow und p&= 0,05 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.
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Weitere Marker zur Darstellung von Lipidablagerungen sind die Lipidtropfchen — assoziierten
Proteine der PAT — Familie. Diese Proteine, z.B. Perilipin und Tip47, sitzen in der einlagigen
Membran, welche die Lipidtropfchen umgibt. lhre Expression korreliert direkt mit Menge und
GrofRle der Lipidtropfchen in der Zelle. Die immunohistochemische Analyse von Lipidtrépfchen-
assoziierten Proteinen bestatigte dieses Ergebnis (Abb. 16). Die hohe Positivitat der Farbung in
hyperlipidamischen und hyperglykdmischen LDLR-/- M&usen bei signifikant geringerer Intensitét
in GW3965 — behandelten Tieren korreliert direkt mit dem Ergebnis der Fettrotfarbung. Dabei
konnte beobachtet werden, dass Perilipin nur in Lipidablagerungen in Schaumzellen in Glomeruli
nachzuweisen war und nicht an Lipidtropfchen in Tubulusepithelzellen. Eine Akkumulation von
Lipiden im Zellinneren kann durch eine veranderte Lipidaufnahme oder Fettsduresynthese
entstehen sowie durch gestortes Ausschleusen von Lipiden aus der Zelle heraus. Deshalb wurden
Gene, welche diese Prozesse beeinflussen und bekannte Zielgene von LXR sind, anhand ihrer
MRNA — Expression auf die Genaktivitdat hin untersucht. Hierzu wurde aus Gefrierproben des
Nierengewebes RNA isoliert und die Genexpression mittels quantitativer Real — Time PCR
analysiert. In Abbildung 17 wurden diese Ergebnisse zusammengefasst. Die Proteine ABCA1 und
ABCG1 sitzen in der Zellmembran von Makrophagen und Epithelzellen und sind daran beteiligt
Phospholipide und Cholesterin aus der Zelle auszuschleusen und auf HDL zu lbertragen. Die
MRNA beider Gene war im Gewebe von GW3965 — behandelten LDLR-/- Tieren hochreguliert.
Eine gesteigerte Expression von ABCA1 und ABCG1 in der Zellmembran erhoht den Cholesterin —
Efflux und konnte Lipidansammlungen verhindern, wie sie bei hyperlipiddmischen und
hyperglykdmischen Versuchstieren zu sehen waren (Abb. 8 und 15). Die gesteigerte Expression
von Scavenger Rezeptoren, hier Scavenger Rezeptor A1 (SR-Al), erhoht die Aufnahme von
Lipiden und Cholesterin. Diese ununterbrochene Akkumulation von Lipiden fihrt bei
Makrophagen zu einer Aktivierung und schlieflich zur Umwandlung in Schaumzellen. Die hohe
mRNA — Expression von SR-A1l in hyperlipidamischen und hyperglykdmischen LDLR-/- M&usen
spiegelte die hohe Anzahl an glomerularen und interstitiellen Schaumzellen, sowie die Bildung
von Lipidtropfchen im Tubulusepithel des Nierengewebes dieser Tiere wieder. Durch die
Aktivierung von LXR mittels GW3965 gab es keine Hochregulierung der Genexpression von SR-Al
und deutlich verminderte Schaumzellbildung. Das Gen fiir Stearoyl — CoA Desaturase 1 (SCD1)
wurde durch Gabe von GW3965 hochreguliert und blieb in hyperlipidamischen und diabetischen
LDLR-/- M&usen unveridndert. SCD1 synthetisiert einfach ungesattigte Fettsduren, meist Olsdure
und Palmitoleinsdure, welche ein Hauptbestandteil von Phospholipiden, Cholesterinestern und

Triglyzeriden sind [101]. Die transkriptionelle Hochregulierung von SCD1 kdnnte die Ursache
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einer Hypertriglyzeriddmie sein, welche haufig bei unspezifischen LXR — Agonisten vorkommt

und hier bei normalerndhrten LDLR-/- Mdusen beobachtet wurde (Tab. 4).
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Abb. 17 LXR — Aktivierung beeinflusst die Expression von Fettstoffwechsel — modulierenden Genen.

Aus vollen Nierenhomogenaten wurde RNA isoliert und auf die Expression der mRNA von Genen des
Fettstoffwechsels wie ABCA1, ABCG1, SCD1 und SR-A1 mittels quantitativer Real-Time PCR untersucht (3.2.5.).
Die Expression der untersuchten Gene wurde gegen die Expression von Glycerinaldehyd-3-phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert. MW + SEM, n = 4-6; p*= 0,05 im Vergleich zu LDLR-/- + Chow und p&=
0,05 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.

4.1.6. Hyperlipiddmie und Hyperglykdmie bei LDLR-/- Mdiusen ist mit erh6htem
oxidativem Stress assoziiert und konnte durch LXR-Aktivierung gemildert werden

Es ist bekannt, dass bei fortschreitendem Diabetes mellitus und diabetischer Nephropathie
vermehrt oxidativer und nitrosativer Stress in Form von Peroxidation von Lipiden, Nitrosylierung
von Proteinen und Stérungen der Atmungskette beobachtet werden konnte [102, 103]. Zwei
Parameter zur Beurteilung dieses zellularen Stresslevels sind 3 — Nitrotyrosin und Xanthin -
Oxidoreduktase (XOR). 3 — Nitrotyrosin entsteht durch Reaktion von Peroxynitrit mit Tyrosin und
ist ein Marker fir die Nitrosylierung von Proteinen. XOR ist ein Enzym zur Produktion von
Harnsaure unter Bildung von Wasserstoffperoxid. Unter pathologischen Bedingungen kommt es
auch zur Bildung von Superoxid — Anionen. XOR konnte bereits als wichtiges Enzym bei der
Bildung reaktiver oxidativer Radikale (ROS) bei Hyperlipidamie — assoziiertem Nierenschaden in
Ratten identifiziert werden [104]. Die spezifische immunohistochemische Antikérperfarbung
beider Proteine im Nierengewebe von hyperlipidamischen und hyperglykdmischen Mausen
zeigte eine deutliche Zunahme der Expression von 3 —Nitrotyrosin und Xanthin-—
Oxidoreduktase in glomerularen Schaumzellen und Tubulusepithelzellen im Vergleich zu

normalerndhrten LDLR-/- Mausen (Abb. 18). Die Aktivierung von LXR durch GW3965 fiihrte in
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diesen Mausen nur zu einer geringen Zunahme der Expression beider Proteine und deckt sich
daher mit der beobachteten geringeren Bildung von Lipidtropfchen im Nierengewebe
behandelter Tiere (4.1.5.). Diese Wirkung von GW3965 deutete auf einen Lipid-bezogenen

oxidativen Mechanismus hin, welcher zum protektiven Effekt von LXR beitragen kdnnte.
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Abb. 18 Lipidakkumulation ist mit gesteigertem oxidativem Stress assoziiert und konnte durch LXR -
Aktivierung mittels GW3965 gemindert werden.

Immunohistochemie mit spezifischen Antikorpern fiir 3-Nitrotyrosin (A) und Xanthin-Oxidoreduktase (XOR) (B)
an Formalin-fixierten Gewebeschnitten. In hyperlipidamischen und hyperglykdmischen LDLR-/- Mdusen kam es
zu einem deutlichen Anstieg der Expression von 3-Nitrotyrosin und XOR in glomeruldaren Schaumzellen und
Tubulusepithelzellen. In entsprechend GW3965-behandelten Tieren gab es dagegen nur einen geringen
Anstieg der mRNA-Expression beider Proteine. (C) Quantifizierung der immunohistochemischen Farbung fur 3-
Nitrotyrosin und XOR. MW + SEM, n = 4-5; p*= 0,05 im Vergleich zu LDLR-/- + Chow und p&= 0,05 im Vergleich
zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.

4.1.7. LXR-Aktivierung mittels GW3965 hat anti-inflammatorische und anti-fibrotische
Wirkung und senkt die Expression inflammatorischer/fibrotischer Zytokine in
hyperlipidémischen und hyperglykémischen LDLR-/- Mdusen

Ein weiterer Aspekt bei diabetischer Nephropathie ist die Einwanderung von Entziindungszellen
und eine sich daraus entwickelnde Fibrose des Nierengewebes. Abbildung 19 veranschaulicht,
dass es in hyperlipiddmischen und/oder hyperglykdmischen LDLR-/- M3usen zu einer erhdhten
Anzahl von Makrophagen in Glomeruli (A, Mac-2) und im Interstitium (B, F4/80) kam. Auch das
Ausmald an CD3 — positivem lymphozytischem Infiltrat war deutlich erhéht (D). Die Zahl CD3 -
positiver Lymphozyten stieg in hyperglykdamischen und/oder hyperlipiddmischen LDLR-/- Mausen
signifikant an. Damit einhergehend bildeten sich stellenweise fibrotische Areale von
Bindegewebsansammlungen im Interstitium (C, blau) und es kam zur Bildung von a-
Glattmuskelaktin — positiven Myofibroblasten (E), wie durch immunohistochemische Farbungen
gezeigt werden konnte. Auch die Expression pro — fibrotischer und pro —inflammatorischer
Zytokine war in diabetischen/hyperlipiddmischen Mausen deutlich erhéht (F). Durch die
Aktivierung von LXR konnte die Zahl von Entziindungszellen und die Bildung von Myofibroblasten
und fibrotischer Areale deutlich gesenkt werden. Auch die Expression pro —inflammatorischer

Zytokine wurde durch Gabe von GW3965 verringert.

Die erzielten Ergebnisse veranschaulichen den umfassenden Effekt der Aktivierung von LXR auf
die diabetische Nephropathie, der auf den Fettstoffwechsel und das Immunsystem Einfluss
nimmt. Dadurch konnte im Tiermodell einer so komplexen Erkrankung wie diabetische

Nephropathie, eine ganzheitliche protektive Wirkung in der Niere erreicht werden.
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Abb. 19 Die Aktivierung von LXR mittels GW3965 mildert entziindliche und fibrotische Prozesse im

Nierengewebe von hyperlipiddmischen/hyperglykdamischen LDLR-/- M&usen.
In Paraffin eingebettete Formalin-fixierte Nierengewebeschnitte wurden immunohistochemisch gefarbt fiir (A)
Mac-2 positive Makrophagen in Glomeruli (40x Objektiv) und (B) F4/80-positive Makrophagen im Interstitium
(20x Objektiv), (C) CD3-positive Lymphozyten, (D) o-Glattmuskelaktin-positive Myofibroblasten und (E)
Masson's Trichrom zur Darstellung fibrotischer Areale (3.2.18). Die Anzahl infiltrierender Immunzellen (A B C)
und das AusmaR an Fibrose (DE) konnte durch LXR-Aktivierung in hyperlipidamischen und/oder
hyperglykdmischen LDLR-/- Madusen signifikant gesenkt werden. (F) Quantifizierung der mRNA-Expression von
Genen in Nierenhomogenaten, welche an Entziindungsreaktionen und Fibrose beteiligt sind; ermittelt durch
guantitative Real-Time PCR (3.2.5.). Die Expression der untersuchten Gene wurde gegen die Expression von
Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert. MW + SEM, n = 4-6; p*=0,05; p**=0,01 im
Vergleich zu LDLR-/- + Chow und p&= 0,05; p&&= 0,01 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne
GW3965.

4.2. Modell 2: Lipid — verstarkte Hyperglykamie bei eNOS — defizienten Mausen

Ein zweites Tiermodell zur diabetischen Nephropathie beim Menschen ist die induzierte
Hyperglykdmie in Verbindung mit Hyperlipiddmie bei Mausen mit einer Defizienz der
endothelialen Stickstoffmonoxid — Synthase (eNOS). Méannliche eNOS-/- M&use wurden im Alter
von 4 Wochen einer linksseitigen, unilateralen Nephrektomie unterzogen (3.3.8.). Durch die
erhohte Funktionsbelastung in der verbliebenen rechten Niere und der Hyperlipidamie sollte der
Krankheitsverlauf der induzierten diabetischen Nephropathie beschleunigt werden. In
Lebenswoche (LW) 7 und 9 bekamen die Versuchstiere STZ — Injektionen zur Induktion von
Hyperglykdmie. Durch Fltterung mit einer fett— und cholesterinreichen Spezialdidt wurden die
eNOS-/- Méuse hyperlipiddmisch. Nach 5 Monaten war der Versuch beendet und die Tiere
wurden entnommen. Mittels Gewebeproben, sowie Blut— und Urinproben konnte der Effekt von
GW3965 — vermittelter LXR —Aktivierung in normalerndhrten (Chow), hyperlipiddamischen (WD),
hyperglykdamischen (STZ), und hyperglykdmischen/hyperlipidamischen (WD + STZ) eNOS-/-

Mausen untersucht werden.

4.2.1. Die Aktivierung von LXR fiihrte zu einer Verbesserung des Allgemeinzustands in
eNOS - defizienten Mdusen

Die Analyse physiologischer Parameter aus Blut— und Urinproben zeigte bei eNOS-/- Mausen
einen positiven Effekt bei Tieren unter LXR — Aktivierung mittels GW3965 — angereichertem
Futter im Vergleich zu unbehandelten eNOS-/- Mdusen. In Tabelle 5 sind biologische und
biochemische Parameter aller Versuchsgruppen zusammengefasst. Das Korpergewicht bei
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hyperlipidamischen eNOS-/- Mdusen (1b) ist in signifikantem MaRe hdéher als bei anderen
Versuchsgruppen. Dagegen liegt das Korpergewicht von hyperlipiddmischen und
hyperglykdamischen Versuchstieren (1d) auf dem Niveau von normalerndhrten Tieren. Durch
Hyperlipiddmie und Hyperglykdmie waren die eNOS-/- Mause mit zunehmender Versuchsdauer
geschwacht, sie waren lethargisch und verloren zum Versuchsende hin an Gewicht. Bei
entsprechend GW3965 —behandelten Mausen kam es bei der Erndhrung mit Western Diet (WD)
nicht zu einem Anstieg des Korpergewichtes (2b, 2d). Der Blutzuckerspiegel stieg bei STZ -
behandelten Mausen deutlich an (1c, 1d) und wurde bei LXR — Aktivierung durch GW3965, auch
bei normoglykdmischen Mausen, nicht beeinflusst (2c, 2d). Parallel dazu kam es bei
fetterndhrten eNOS-/- M3usen zu einem Anstieg des Cholesterinspiegels im Blutplasma, welcher
von GW3965 nicht beeinflusst wurde. Auch der Triglyzeridspiegel stieg bei fettreicher Erndhrung
und kombinierter Hyperglykdamie deutlich an (1d). Durch die Aktivierung von LXR durch GW3965

kam es bei fetterndhrten und hyperglykdmischen eNOS-/- Mdusen zu keinem Anstieg des

Triglyzeridspiegels.
Versuchsgruppe Kérpergewicht Niere/KG Glukose Cholesterin Triglyzeride
[g] [%] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl]
1. eNOS-/-
1a Chow (n=4) 26.8+0.9 0.57+0.03 203 +10 120.5+13.5 80.3+3.8
* *
1b WD (n=8) 35.0+2.0 0.56 + 0.04 246 +9.4 25112252 90.7% 3.1
vgl. 1a vgl. 1d
24.9 £+ 0.8** 409.7 £ 74* 123.6 +17.6*
1c STZ (n=6) vel. 1b 081009 i g 1b vel. 16 87.8+8.7
26.0+0.5* 0.95 +0.02* 417 £ 65.5** 292.8 + 33.3* 143.5 £ 15.5%*
1d WD +5TZ (n=7) vgl. 1b vgl. 1b vgl. 1b vgl. 1a, **vgl. 1c vgl. 1a
2. eNOS-/- + GW3965
+ * + *
2a Chow (n=6) 26406 0.65 +0.02 1914+ 115 139.8+10.4 68.4£2.9
vgl. 1b vgl. 1d
27.9+1.3** 228.8 +11.8** 69,9 + 3.4%*
= + +
2b WD (n=8) vel. 1b 0.66 + 0.03 207 £9.5 vel. 12, 72 vel. 1
23.1+1.0** 0.82 + 0.06** 512.6 + 53.9* 138.8 +3.8*
= +
2¢c STZ (n=7) vgl. 1b vgl. 1b vgl. 1a,** vgl 1b  vgl. 1a,***vgl. 2b 896£30
23.2+0.6* 0.87 £0.1* 527 + 46.2** 330.3 +51.2** 83.0 £ 5.4*
2d WD +STZ (n=8) vgl. 1a, ** vgl. 1b vgl. 1a, 1b vgl.1a, 1b, 2a vgl. 2a, 2¢ vgl. 1d

Tabelle 5 Gruppenibersicht und Aufstellung biologischer und biochemischer Parameter von eNOS-/- Versuchstieren.
MW # SEM, p*=0,05; p**=0,01; p***=0,001
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4.2.2. Die Aktivierung von LXR mittels GW3965 erhdilt die Nierenfunktion bei
fortschreitender Erkrankung

Mit Hilfe der Blut—und Urinproben konnten wesentliche physiologische Parameter erfasst
werden und anhand derer, die Nierenfunktion der Versuchstiere beurteilt werden. Die
Berechnung der Kreatinin — Clearance gibt Aufschluss Uber die Filtrationsleistung der Niere
(3.3.6.). Des Weiteren korreliert die vermehrte Exkretion von Proteinen, auch im speziellen von
Albumin, mit einer Schadigung der strukturellen und funktionellen Integritdt der Niere.
Abbildung 20 zeigt die Kreatinin — Clearance der eNOS-/- Mause aller Versuchsgruppen. Bei
hyperlipidamischen und/oder hyperglykdmischen Versuchstieren sank die Kreatinin — Clearance
deutlich ab. Bei Aktivierung von LXR durch Gabe von GW3965 blieb die Kreatinin — Clearance bei
hyperlipidamischen (WD), hyperglykdamischen (STZ) und hyperlipidamischen/hyperglykdmischen
(WD + STZ) eNOS-/- Mausen konstant auf dem Niveau von normalerndhrten Kontrolltieren
(Chow). Parallel dazu stieg auch die Albuminurie bei hyperlipidédmischen und hyperglykdmischen
(WD + STZ) Versuchstieren an. Abbildung 21 veranschaulicht, dass die Gabe von GW3965 und
damit die Aktivierung von LXR bei hyperlipiddmischen (WD) und hyperglykdamischen (WD + STZ)
Mausen einen Anstieg der Proteinurie und Albuminurie verhindert. Bei allein diabetischen eNOS-
/- Madusen (STZ) stieg die Ausscheidung von Proteinen im Harn nicht an. Die Integritat und
Funktionalitat des Tubulusepithels kann anhand der fraktionellen Exkretion (FE) verschiedener

Elektrolyte beurteilt werden (3.3.6.).
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Abb. 20 Kreatinin — Clearance als MaR fiir die glomerulare Filtrationsrate.

Die eNOS-/- Tiere wurden am Versuchsende fur 15h in Stoffwechselkéfigen gehalten und der Urin gesammelt.
Die Abbildung zeigt die Kreatinin — Clearance (3.3.6.) von normalerndhrten Mausen (Chow), hyperlipidamischen
(WD), hyperglykdamischen (STZ) und hyperlipiddmischen/hyperglykdamischen (WD + STZ) Versuchstieren. Die
Kreatinin — Clearance konnte im Gegensatz zu unbehandelten hyperlipiddamischen (WD) und/oder hyperglyka-
mischen (STZ) Mausen, bei LXR — Aktivierung mit GW3965 erhalten werden. MW + SEM, n = 4-8; p*= 0,05 im
Vergleich zu eNOS-/- + Chow und p&= 0,05 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.
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Abb. 21 Albuminurie und Proteinurie bei hyperlipidamischen und hyperglykimischen eNOS-/- Méusen.

Bei eNOS-/- Mdusen kam es bei fettreicher Erndhrung (WD) und Hyperglykdmie (WD + STZ) zur, teils signifikant
hohen, Ausscheidung von Albumin Gber den Harn. Durch die Behandlung mit GW3965 konnte sowohl die
Albuminurie in hyperlipiddmischen und hyperglykdmischen eNOS-/- Mausen verhindert werden. MW £ SEM,
n = 4-8; p*= 0,05 im Vergleich zu eNOS-/- + Chow und p&= 0,05 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit
und ohne GW3965.

Eine steigende FE spiegelt einen Schaden des Tubulusepithels, welches zur Rickresorption von
Natriumionen nur noch unzureichend in der Lage ist. In Abbildung 22 wurden die Ergebnisse aus
allen Versuchsgruppen zusammengefasst. Hyperlipiddmische Tiere (WD) zeigten keine
Veranderung der FE im Vergleich zu normalerndhrten eNOS-/- Mausen (Chow). Bei diabetischen
eNOS-/- Méusen (STZ) konnte der Anstieg der FE durch LXR — Aktivierung mittels GW3965 nicht
beeinflusst werden. In hyperglykdmischen und hyperlipidamischen M&usen (WD + STZ) stieg die
FE ebenfalls deutlich an, konnte allerdings in GW3965 — behandelten eNOS-/- M&usen in hoch

signifikantem Male gesenkt werden.
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Abb. 22 Fraktionelle Exkretion von Natrium als Parameter fiir die Funktion des Tubulusepithels.

Die Abbildung zeigt die fraktionelle Exkretion (FE) (3.3.6.) von normalernahrten (Chow), hyperlipiddmischen
(WD), diabetischen (STZ) und hyperlipiddmischen/hyperglykdmischen eNOS-/- Mausen (WD + STZ).
Hyperlipiddmische Mduse zeigten keine Veranderung der FE im Vergleich zu normalerndhrten Tieren. In
hyperglykdmischen Versuchstieren dagegen, kam es zu einer erhéhten FE und damit zur vermehrten
Ausscheidung von Natrium, welche durch die Behandlung von GW3965 nicht beeinflusst wurde. Bei
hyperlipiddmischen und diabetischen eNOS-/- Madusen konnte der Anstieg der FE, durch LXR — Stimulation
mittels GW3965 stark gesenkt werden. MW + SEM, n =4-8; p*=0,05 im Vergleich zu eNOS-/-+ Chow und
p&= 0,05; p&&= 0,01 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.

4.2.3. Die Morphologie des Nierengewebes von GW3965 — behandelten eNOS-/- Méusen
zeigt, im Vergleich zu unbehandelten Versuchstieren, weniger pathologische
Veréinderungen.

Die sinkende Kreatinin — Clearance und steigende fraktionelle Exkretion von Natrium, zusammen
mit der beobachteten Albuminurie und Proteinurie, deuten auf einen Nierenschaden mit Verlust
der strukturellen Integritdt des Nierengewebes bei hyperlipiddmischen und hyperglykdamischen
eNOS-/- Mdusen hin. Mit Hilfe von PAS — gefarbten Gewebeschnitten konnte die Morphologie
der verbliebenen rechten Niere beurteilt werden (Abb. 23 A). Normalernihrte eNOS-/- M&use
manifestierten eine leichte Sklerose (eNOS-/-). Die Glomeruli zeigten vermehrt mesangiale
Matrixbildung (Abb. 23 Pfeilspitze), welche auf den Phanotyp der eNOS-/-Defizienz
zuriickzufihren ist [105]. Durch Hyperglykdmie wurde die mesangiale Matrixvermehrung
verstarkt (STZ). Bei hyperlipiddmischen und hyperglykdmischen Versuchstieren (WD + STZ)
zeigten sich Schaumzellen in den Glomeruli und im Interstitium (Abb. 23 Stern),
Lipidtropfchenbildung in  Tubulusepithelzellen sowie Lipiddegeneration von Tubuli
(Abb. 23 Pfeil). Ebenso kam es zu mesangialer Matrixvermehrung. Die Aktivierung von LXR durch
GW3965 verhinderte die Bildung ektopischer Lipidablagerungen und minderte die
Schaumzellbildung in allen Kompartimenten der Niere. Die Beobachtungen an den
Gewebeschnitten konnten durch Quantifizierung der pathologischen Parameter bestatigt
werden. Abbildung 23 (BC) zeigt die morphometrische Auswertung der mesangialen
Matrixvermehrung und die semiquantitative Analyse der Schaumzellbildung in Glomeruli
(3.1.18.). Die Aktivierung von LXR durch Gabe von GW3965 verminderte bei hyperlipidamischen
(WD), hyperglykdamischen (STZ) und hyperlipidamischen/hyperglykamischen (WD + STZ) eNOS-/-
Mausen in signifikantem Male die Zunahme extrazelluldarer Matrix im Mesangium. Ebenso
konnte durch LXR - Aktivierung die Bildung wvon Schaumzellen in Glomeruli von

hyperlipidamischen und zusatzlich diabetischen Versuchstieren (WD + STZ) verhindert werden.
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Abb. 23 Reprasentative Ausschnitte von PAS — gefirbten Gewebeproben und Quantifizierung pathologischer

Verdnderungen wie mesangiale Matrixvermehrung und Schaumzellbildung in eNOS-/- Miusen.
Formalinfixierte Gewebeproben der Nieren von eNOS-/- Tieren wurden in Paraffin eingebettet, 3 um dick
geschnitten, entparaffiniert und PAS-gefarbt. (A) Die morphologische Evaluation wurde am Mikroskop bei 200-
facher VergrofRerung durchgefiihrt. Normalerndhrte Versuchstiere zeigten eine gesunde Nierenmorphologie
mit vermehrter mesangialer Matrix (eNOS-/-), bei diabetischen Madusen (STZ) trat eine zusatzlich gesteigerte
mesangiale Matrixvermehrung (Pfeilspitze) auf. Bei kombiniert diabetischen und hyperlipiddmischen LDLR-/-
Mausen (WD + STZ) wurden dariiber hinaus Schaumzellen in Glomeruli (Stern) und Lipiddegeneration in Tubuli
(Pfeil) beobachtet. Bei Gabe von GW3965 (WD +STZ+ GW3965) hatten sich diese pathologischen
Veranderungen nicht entwickelt. Die hyperlipidamischen und hyperglykdmischen Mause zeigten bei LXR-
Aktivierung eine nahezu gesunde Nierenmorphologie. (B) Morphometrische Auswertung der mesangialen
Matrixvermehrung und semiquantitative Analyse der Schaumzellbildung in Glomeruli (C). Durch die Aktivierung
von LXR konnte die Zunahme extrazelluldrer Matrix im Mesangium und die Bildung von Schaumzellen in
Glomeruli verhindert werden. MW + SEM, n = 4-8; p*=0,05; p**=0,01 im Vergleich zu eNOS-/-+ Chow und
p&= 0,05; p&&= 0,01 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.

4.2.4. Die Aktivierung von Fettstoffwechsel regulierenden Genen iiberpriift die Effektivitdt
der Therapie durch LXR — Aktivierung mittels GW3965 — Behandlung

Um zu untersuchen, inwiefern die Lipidablagerungen und die Schaumzellbildung im
Nierengewebe hyperlipiddmischer und hyperglykdamischer eNOS-/- M&use durch Gabe von
GW3965 verringert werden konnte, wurde die Expression von Genen untersucht, welche den
Fettstoffwechsel modulieren und aktivieren. Die Membranproteine ABCA1 und ABCG1 schleusen
Phospholipide aus den Zellen heraus und sind am reversen Cholesterintransport beteiligt,
wodurch Uberschiissiges Cholesterin durch die Galle aus dem Organismus entfernt werden kann.
Es ist bekannt, dass die Genaktivitdt von ABCA1 und ABCG1 direkt durch die Bindung von LXR an
die Promotorregion hochreguliert wird. Durch die Analyse der Genexpression konnte deshalb
ebenso gezeigt werden, dass die Herstellung des Spezialfutters mit GW3965 — Zusatz den
Agonisten nicht inaktiviert hatte und den Fettstoffwechsel der eNOS-/- Mause beeinflusste. Wie
aus Abbildung 24 hervorgeht, war die Expression der mRNA von ABCAl1 und ABCG1 in
hyperlipidamischen und hyperglykdmischen eNOS-/- M&usen (WD +STZ) im Vergleich zu
normalerndhrten Tieren (eNOS-/-) unverdandert. Bei Gabe von GW3965, und damit Aktivierung
von LXR, stieg die Expression beider Gene signifikant an (WD + STZ + GW3965). Die gesteigerte
MRNA — Expression von ABCA1l und ABCG1l korrelierte mit der verminderten Bildung von
Schaumzellen in Glomeruli und im Interstitium, sowie von ektopischen Lipidtropfchen in
Tubulusepithelzellen (4.2.3.). Die Modulation der Expression von ABCA1 und ABCG1 konnte auch

schon bei LDLR-/- Mausen gezeigt werden (4.1.5.).
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Abb. 24 Analyse der mRNA - Expression von Fettstoffwechsel — modulierenden Genen ABCA1 und ABCG1
mittels quantitativer Real — Time PCR.

Ergebnis der quantitativen Real-Time PCR fiir mRNA von ABCA1 und ABCG1 nach RNA-Isolation aus vollen
Nierenhomogenaten (2.3.5.). In hyperglykdmischen und hyperlipidamischen eNOS-/- Mausen lag die Expression
der mRNA von ABCA1 und ABCG1 auf dem Niveau von normalernahrten Kontrolltieren und stieg bei LXR-
Aktivierung durch GW3965 signifikant an. Die Expression der untersuchten Gene wurde gegen die Expression
von Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert. MW = SEM, n =4-5; p*= 0,05 im
Vergleich zu eNOS-/-.

4.2.5. Die Gabe von GW3965 fiihrt zur Minderung entziindlicher und fibrotischer Prozesse
im Nierengewebe von hyperglykdmischen und hyperlipidémischen eNOS-/- Mdusen

Bei Patienten mit diabetischer Nephropathie kommt es zur Infiltration von Immunzellen und zu
Fibrose. Mit Hilfe von histochemischen und immunohistochemischen Farbungen an
Gewebeschnitten wurden die Infiltration von Immunzellen und das Ausmal® fibrotischer Areale
in der Niere der eNOS-/- Mause untersucht. Abbildung 25 zeigt die Quantifizierung von
eingewanderten F4/80 — positiven Makrophagen im Interstitium (A) und das Ausmaf von CD 3 —
positivem, T—Zell Infiltrat (B) sowie reprasentative Gewebeausschnitte der immunohisto —
chemischen Reaktionen. In normalerndahrten Mausen (Chow) lag die Zahl infiltrierter
Makrophagen (68 F4/80 — positive Zellen) bereits hoher als in normalerndhrten LDLR-/- Mausen
(13 F4/80 - positive Zellen; 4.1.7.), was auf den Phdnotyp der eNOS-/-- Defizienz
zurlickzufiihren ist [106]. Die Einwanderung von Makrophagen in das Nierengewebe nahm in
hyperglykdamischen eNOS-/- Mausen (STZ) zu und steigerte sich signifikant in hyperlipidamischen
und hyperglykdamischen Versuchstieren (WD + STZ). Durch Aktivierung von LXR mittels des
Agonisten GW3965 konnte eine Infiltration von Makrophagen verringert werden. Bei allein
hyperlipidamischen eNOS-/- Mdusen (WD) kam es nicht zu einer vermehrten Einwanderung von
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Makrophagen. Die Anzahl infiltrierter Lymphozyten stieg sowohl in hyperlipidamischen (WD) als
auch in hyperlipiddmischen/hyperglykamischen (WD + STZ) Versuchstieren signifikant an und
konnte bei Behandlung mit GW3965 gesenkt werden. Entziindliche Prozesse gehen bei
anhaltender Dauer mit der Bildung von Myofibroblasten und fibrotischer Areale einher. Mittels
immunohistochemischer Farbungen wurden beide Parameter im Nierengewebe von eNOS-/-
Mausen untersucht. Aus Abbildung 26 geht eindeutig hervor, dass ein Anstieg der Zahl o —
Glattmuskelaktin positiver Myofibroblasten in hyperlipiddmischen und hyperglykdamischen
eNOS-/- Médusen (WD + STZ) durch Gabe von GW3965 signifikant gemindert werden konnte. In
hyperlipiddamischen (WD) oder diabetischen (STZ) Versuchstieren stieg die Anzahl von
Myofibroblasten im Vergleich zu Kontrolltieren (Chow) nicht an. Die Bildung fibrotischer
Areale (blau) stieg in hyperlipiddmischen und hyperglykdmischen eNOS-/-Mé&usen (WD + STZ)
signifikant an und konnte bei Versuchstieren mit GW3965 — Behandlung nur in geringem Malie
beobachtet werden. Auch bei hyperlipiddmischen (WD) oder hyperglykamischen (STZ) eNOS-/-
Madusen kommt es zu einem leichten Anstieg von Fibrose, welcher durch Aktivierung von LXR

nicht beeinflusst wurde.

Zusammengefasst, konnte durch die verringerte Anzahl von eingewanderten Immunzellen und
die deutlich weniger ausgepragte Fibrose in GW3965 — behandelten eNOS-/-Mausen, eine
sowohl antiinflammatorische als auch antifibrotische Wirkung durch die Aktivierung von LXR

beobachtet werden.
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Abb. 25 Die Aktivierung von LXR zeigte im Nierengewebe von hyperlipidamischen und hyperglykamischen
eNOS-/- Méusen anti — inflammatorische Wirkung.

Reprasentative Gewebeschnitte und Quantifizierung (40x Objektiv) von immunohistochemischen Farbungen
fir Makrophagen (A) und Lymphozyten (B) in normalerndhrten (Chow), hyperlipiddmischen (WD),
hyperglykdmischen (STZ) und kombiniert belasteten eNOS-/- Mdusen (WD + STZ). Die Aktivierung von LXR
mittels GW3965 verhinderte vollstindig eine gesteigerte Einwanderung von Makrophagen in das
Tubulointerstitium und konnte auch einen Anstieg von lymphozytischem Infiltrat in hyperlipidamischen (WD)
und ebenso hyperglykdmischen (WD + STZ) Mé&usen verringern. MW + SEM, n = 4-6; p*=0,05 im Vergleich zu
eNOS-/- + Chow und p&= 0,05 im Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.
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Abb. 26 Analyse fibrotischer Parameter in hyperlipidamischen und hyperglykimischen eNOS-/- Miusen.
Morphometrische Analyse von fibrotischen Arealen in Masson’s Trichrom-gefarbten Gewebeschnitten
(40x Objektiv) (A) und quantitative Auswertung von a-Glattmuskelaktin positiven Zellen (B) in normalernahrten
(Chow), hyperlipidamischen (WD), hyperglykdmischen (STZ) und hyperlipidamischen/ hyperglykdmischen
(WD + STZ) eNOS-/- Mausen. In hyperlipidamischen, diabetischen Versuchstieren konnte der enorme Anstieg
an Fibrose und an der Bildung von Myofibroblasten durch LXR-Aktivierung mittels GW3965 signifikant gesenkt
bzw. verhindert werden. MW £ SEM, n =4-6; p*=0,05 im Vergleich zu eNOS-/-+ Chow und p&= 0,05 im
Vergleich zwischen der Versuchsgruppe mit und ohne GW3965.
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4.3. Invitro Modell: Analyse der Lipiddegeneration in immortalisierten, humanen,
proximalen Tubulusepithelzellen (HK-2)

Die Bildung ektopischer Lipidtropfchen im Organismus, z.B. bei Ubergewicht oder wie unter 4.1.
und 4.2. in der Niere beobachtet wurde, geht mit vermehrtem oxidativem Stress einher und
flhrt zu einer Schadigung der betroffenen Zelle, so dass diese letztendlich daran zu Grunde
gehen kann [107]. Allerdings ist wenig darliiber bekannt, inwiefern Lipotoxizitdt im
Tubulusepithel den Krankheitsverlauf der diabetischen Nephropathie beeinflussen kdnnte. Aus
diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Auswirkung von Lipidablagerungen auf
Tubulusepithelzellen und ein moglicher protektiver Effekt durch LXR — Aktivierung mittels
GW3965 im Zellkulturmodell mit immortalisierten, humanen, proximalen Tubulusepithelzellen
(HK-2) untersucht. Da bereits gezeigt werden konnte, dass die Bildung von Lipidtropfchen mit
erhohtem oxidativem Stress im betroffenen Gewebe korreliert (4.1.6.), wurde fir die

Untersuchungen im Zellkulturmodell darauf der Schwerpunkt gesetzt.

4.3.1. HK-2 Zellen exprimieren beide Isoformen von LXR und reagieren auf Stimulation mit
dem LXR — Agonisten GW3965

Zur Verifizierung, ob das gewahlte Zellkulturmodell zur Untersuchung des Effekts von LXR auf
Lipidtropfchen geeignet ist, wurde die Expression von LXRa. und LXR[3 in HK-2 Zellen untersucht.
Abbildung 27 zeigt eine reprasentative Abbildung von Western Blot Analysen der Expression

beider Isoformen von LXR.

LXRa LXRpB Aktin

50kDa— WM 45kDa- 42 kDa — ’

Abb. 27 Western Blot Analyse der Proteinexpression von LXRa und LXRp in HK-2 Zellen.

4 g einer HK-2 Zellsuspension wurden in Lammli-Puffer lysiert und die Expression von LXRa und LXR[ mittels
SDS-PAGE und Western Blot untersucht (3.2.11.). Als Ladekontrolle wurde die Expression von Aktin dargestellt.
Hier gezeigt sind reprasentative Ergebnisse aus 3 Experimenten.
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Dariber hinaus wurde die Expression der mRNA bekannter Zielgene von LXR analysiert, um zu
zeigen, ob in HK-2 Zellen die Gabe von GW3965 eine Aktivierung von LXR bewirkte. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 28 zusammengefasst. Die mRNA — Expression der Phospholipid—
und Cholesterintransporter ABCA1 und ABCG1 konnte mittels Aktivierung von LXR durch Gabe
von GW3965 ins Zellkulturmedium gesteigert werden. Beide Proteine sind am Transport von
Phospholipiden und Cholesterin aus der Zelle beteiligt. Es konnte somit auch nachgewiesen
werden, dass im Zellkulturmodell die Aktivierung von LXR die Expression von Genen des

Fettstoffwechsels beeinflusst.
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Abb. 28 Expression von LXR — Zielgenen in HK — Zellen.

Quantitative Real-Time PCR Analyse der mRNA-Expression von ABCA1 (A) und ABCG1 (B). HK-2 Zellen wurden
far 16h mit 5 uM DMSO oder 5 uM GW3965 behandelt und anschlieRend RNA isoliert. Durch Aktivierung von
LXR durch GW3965 konnte die Expression der mRNA beider Zielgene gesteigert werden. Auch im
Zellkulturmodell konnte somit der Einfluss von LXR auf den zelluldren Lipidstoffwechsel gezeigt werden. Die
Expression der untersuchten Gene wurde gegen die Expression von Glycerinaldehyd-3-phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert. MW + SEM, n = 3; p*= 0,05

4.3.2. Die Bildung von Lipidtrépfchen in HK-2 Zellen kann durch LXR — Aktivierung
verringert werden

Um die pathologischen Bedingungen in Tubuli von hyperlipiddmischen und hyperglykdamischen
Ma&usen zu imitieren, wurden HK-2 Zellen zur Bildung von Lipidtrépfchen mit Olsdure oder
modifiziertem LDL behandelt (3.2.12.). Um die Zusammensetzung ektopischer Lipidtropfchen
moglichst natirlich zu gestalten wurde hierzu oxidiertes, humanes LDL verwendet. Wie die
reprasentativen Aufnahmen einer Fettrot — Farbung in Abbildung 29 deutlich zeigen, kam es in

Lipid — behandelten HK-2 Zellen zur Bildung von Lipidtropfchen. Durch die Aktivierung von LXR

71



Ergebnisse

bei Gabe von GW3965 konnte eine Akkumulation von Lipiden in den Zellen vermindert werden.
Beim Betrachten der praparierten HK-2 Zellen konnte kein Unterschied in der Menge der
Lipidtrépfchen nach Behandlung mit Olsdure im Vergleich zu oxLDL — behandelten Zellen

festgestellt werden.
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Abb. 29 Die Aktivierung von LXR konnte die Bildung von Lipidtrépfchen in HK-2 Zellen vermindern.

HK-2 Zellen wurden je mit 5 uM DMSO oder GW3965 vorbehandelt und anschlieRend fir 24h mit 0,15 mM
Ols3ure oder 50pug/ml oxLDL inkubiert. Reprisentative Aufnahmen von Fettrot-gefirbten HK-2 Zellen (3.2.13.)
nach Behandlung mit DMSO, DMSO und Lipidbeladung sowie GW3965 und Lipidbeladung. HK-2 Zellen zeigen
Lipidtrépfchen (rot) nach Inkubation mit Olsdure und oxLDL. Die Vorbehandlung mit GW3965, und damit die
Aktivierung von LXR, bewirkte eine Verringerung der Lipidtrépfchenbildung. n=4
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4.3.3. Die Bildung von Lipidtrépfchen erhéht den zellulédren oxidativen Stress, welcher
durch Aktivierung von LXR verringert werden konnte.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine Aktivierung von LXR die Bildung von Lipidtropfchen
verringerte, wurde nun untersucht, in wieweit die Akkumulation von Lipiden oxidativen Stress in
HK-2 Zellen beeinflusst. Ein Parameter zur Bestimmung von oxidativem Stress ist die
Quantifizierung von oxidativen Radikalen (ROS/reactive oxygen species), wie Wasserstoffperoxid
(H,0,), Hydroxyl — Radikale (OH), Alkoxyl — Radikale (RO’), Hydroperoxid (ROOH) und Superoxid
(O). Sie entstehen unter anderem bei der Energieproduktion in Mitochondrien durch
Elektronentransport der Atmungskette oder in aktivierten Entziindungszellen und kénnen mit
Proteinen und Lipiden reagieren und diese schadigen. Unter pathophysiologischen Bedingungen
ist die Bildung von ROS erhoht [103]. Aufgrund des verwendeten Nachweisverfahrens fir diverse
oxidative Radikale wurde Superoxid separat detektiert (3.2.14.). Abbildung 30 veranschaulicht
deutlich, dass sich in Lipid — behandelten HK-2 Zellen mehr ROS und Superoxid gebildet haben
als in Kontrollzellen. Der Effekt der Behandlung mit oxLDL (Abb. 30 B) war ausgepragter als bei
Zugabe von Olsdure (Abb. 30 A). Die Vorbehandlung mit GW3965, und damit die Aktivierung von
LXR, bewirkte eine hoch signifikante Abnahme von ROS und Superoxid sowohl in
kontrollbehandelten (PBS) als auch in Lipid — beladenen Zellen. Wie bereits unter 4.1.6. in
hyperlipidamischen und hyperglykdmischen LDLR-/-Mé&usen zu beobachten war, konnte auch im
Zellkultursystem gezeigt werden, dass die Aktivierung von LXR einen positiven Effekt auf das

Ausmal} von oxidativem Stress in Lipid — beladenen Zellen hatte.

Abb. 30 Die Aktivierung von LXR konnte die Bildung von oxidativen Radikalen in HK-2 Zellen reduzieren.

HK-2 Zellen wurden je mit 5 uM DMSO oder GW3965 vorbehandelt und anschlieRend fir 24h mit 0,15 mM
Olsdure oder 50pg/ml oxLDL inkubiert. Mittels ROS-sensitiver Fluoreszenzmarker wurde die Menge von
diversen ROS-Spezies und Superoxid bestimmt (3.2.14.). In HK-2 Zellen nahm die Produktion von ROS und
Superoxid-Anionen bei Gabe von Olsiure (A) und, noch ausgepragter, von oxLDL (B) zu. Bei Aktivierung von LXR
mittels GW3965 konnte eine hoch signifikante Abnahme der ROS-Produktion bei Kontrollbehandelten (PBS)
und bei Lipid-behandelten HK-2 Zellen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse wurden gegen die Werte von
DMSO-behandelten HK-2 Zellen normalisiert. MW + SEM, n =4; p*=0,05; p**=0,01 im Vergleich zu HK-2 +
DMSO und p*=0,05; p**=0,01; p***=0,001 im Vergleich zwischen HK-2 Zellen mit und ohne GW3965-
Behandlung.
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4.3.4. Die Aktivierung von LXR reduziert die gesteigerte Mitochondrienaktivitdt in Lipid —
beladenen HK-2 Zellen

Die Bildung von ROS lauft, auch in gesunden Zellen, u.a. bei der Elektroneniibertragung der
Atmungskette in Mitochondrien ab. Um zu untersuchen, ob die Bildung von ROS mit der Aktivitat
von Mitochondrien korreliert, wurde die Enzymaktivitat der Atmungskette untersucht. Mit Hilfe
eines neu entwickelten Enzym — Assays (3.2.15.) konnte die Aktivitdt der Enzymkomplexe
anhand der Kinetik der Elektroneniibertragung in der Atmungskette bestimmt werden. Dazu
wurde die Ubertragung von Elektronen von NADH — Dehydrogenase (Komplex 1) oder Succinat —
Dehydrogenase (Komplex Il) auf Cytochrom C gemessen. Abbildung 28 veranschaulicht, dass die
Behandlung von HK-2 Zellen mit Olsdure oder oxLDL auf die Elektroneniibertragung von
Komplex | keinen eindeutigen Effekt hatte (Abb. 31 A). Die Behandlung von HK-2 Zellen mit
oxLDL zeigte eine tendenziell erhdhte Elektronenilibertragung von Komplex I. Dagegen flihrte die
Gabe von Lipiden zu einer gesteigerten Aktivitdit der mitochondrialen Atmungskette bei
Komplex Il (Abb. 31 B). oxLDL hatte dabei auf die Aktivitdt von Komplex Il einen starkeren Effekt
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als Olsdure. Bei Aktivierung von LXR, durch Behandlung von HK-2 Zellen mit GW3965, sank die
mitochondriale Aktivitat ab. Die Elektronenibertragung bei Komplex Il wurde durch LXR -
Aktivierung signifikant verringert.

Der Effekt von GW3965, bzw. der LXR — Aktivierung, auf die Aktivitdt der mitochondrialen
Atmungskette korreliert direkt mit der verminderten ROS — Produktion, wie unter 4.3.3. bereits
dargestellt wurde. Der Einfluss von LXR auf Mitochondrien koénnte zum besseren
Gesundheitszustand des Tubulusepithels in GW3965 — behandelten hyperlipiddmischen und
hyperglykdmischen Mausen beitragen (4.1.5/4.1.6.). Eine Verdnderung der Menge an
Adenosintriphosphat (ATP) in den Zellen konnte bei Behandlung mit Lipiden oder GW3965 nicht

beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 31 GW3965 senkt die Enzymaktivitdt von Komplex Il der Atmungskette in Lipid — behandelten HK-2
Zellen.

HK-2 Zellen wurden mit DMSO oder GW3965 vorbehandelt und anschlieBend mit Olsdure oder oxLDL
inkubiert (3.2.12.). Mittels eines Enzymkinetik-Assays (3.2.15.) wurde die Aktivitdit der mitochondrialen
Atmungskette anhand der Elektronenibertragung der Enzymkomplexe | (A) und Komplex Il (B) untersucht. Die
Inkubation von HK-2 Zellen mit Olsdure oder oxLDL fiihrte zu einer erhéhten Aktivitit von Komplex Il. Bei
Vorinkubation mit GW3965 war die Enzymaktivitdit von Komplex Il in Lipid —beladenen HK-2 Zellen in
signifikantem Male verringert. Auf die Aktivitat von Komplex | hatte die Lipid-Stimulation oder die Aktivierung
von LXR keinen deutlichen Effekt. MW + SEM, n =3; p*=0,05; p**=0,01 im Vergleich zu HK-2 + DMSO und
p&= 0,05 im Vergleich zwischen HK-2 Zellen mit und ohne GW3965-Behandlung.
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5. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Leber-X-Rezeptor —
Aktivierung (LXR) durch den synthetischen Agonisten GW3965 auf die Entwicklung der
diabetischen Nephropathie in zwei verschiedenen Tiermodellen untersucht. Hierzu wurden
die funktionellen, morphologischen und pathophysiologischen Verdnderungen in der Niere
von hyperlipiddmischen und hyperglykdmischen LDLR-/- und eNOS-/- Mausen, im Vergleich
zu Versuchstieren mit GW3965 — Behandlung, analysiert. Dariiber hinaus, wurde in vitro an
HK-2 Zellen beobachtet, welche Auswirkungen die Akkumulation von ektopischen

Lipidtropfchen auf Tubulusepithelzellen hat.

5.1. Die Nierenfunktion konnte durch Aktivierung von LXR in hyperlipidamischen und
hyperglykamischen Mausen erhalten werden.

Beobachtungen an Patienten deuten darauf hin, dass Hyperlipidamie das Fortschreiten von
Diabetes — bedingten Nierenerkrankungen beglinstigt. [108, 109] Experimentell konnte an
Mausen beobachtet werden, dass Hyperlipidamie und Hyperglykdmie bei der Entstehung
und dem Fortschreiten von diabetischer Nephropathie synergistisch wirken [110]. Die Tiere
zeigen glomeruldre Verdanderungen wie mesangiale Matrixvermehrung, Zellproliferation,
Podozytenverlust und Schadigung von Podozyten sowie die Bildung von glomeruldren und
tubuldren Lipidablagerungen. Des Weiteren kam es zur Schaumzellbildung und einer hohen
Infiltration des Interstitiums mit Makrophagen. Diese pathologischen Veranderungen finden
sich haufig in Befunden bei Nierenbiopsien von Patienten mit Diabetes mellitus [23, 111]. In
der vorliegenden Arbeit konnten die gleichen Beobachtungen in Diabetes mellitus Typ | —
induzierten LDLR-/- und eNOS-/- M&dusen gemacht werden, welche Gber Monate mit einer
fett— und cholesterinreichen Diat erndhrt wurden. Bei Anreicherung der Versuchsdiat mit
dem synthetischen, nicht — selektiven LXR — Agonisten GW3965 konnte eine umfangreiche
Verringerung glomeruldrer und tubuldrer Schaden, sowie die Erhaltung der Nierenfunktion
erreicht werden. Unter anderem konnte durch Aktivierung von LXR die Ausscheidung von
Albumin verringert werden. Da Albumin auf verschiedene Weise die Zellen des Tubulus
schadigt und die Bildung von Myofibroblasten férdert, ist die Senkung einer Albuminurie ein

wichtiger Aspekt der Wirkung von GW3965 zur Erhaltung der Funktion des
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Tubulointerstitiums und der Prophylaxe einer diabetischen Nephropathie [112-114]. Es
wurde gezeigt, dass die Behandlung von Mausen mit Diabetes mellitus Typ Il mit LXR —
Agonisten, durch Hemmung von Schliisselenzymen der Glukoneogenese, zu einer Senkung
des Blutzuckerspiegels und der hepatischen Glucose — Produktion fiihrt [115]. In den beiden
untersuchten Modellen mit LDLR-/- und eNOS-/- M3usen konnten keine Unterschiede des
Blutzuckerspiegels der entsprechenden Versuchsgruppen mit und ohne GW3965 —
Behandlung festgestellt ~werden, weder bei hyperglykdmischen, noch bei
normoglykdamischen Mausen. Demnach wurde der positive Effekt der Aktivierung von LXR
durch GW3965, auf die Manifestation einer diabetischen Nephropathie, nicht durch Senkung

des Blutzuckerspiegels erreicht.

5.2. Die Aktivierung von LXR durch GW3965 verhindert die Akkumulation von Lipiden
im Nierengewebe

Die Fett —und Lipidtropfchenakkumulation im Nierengewebe war in Mdausen mit GW3965 —
Behandlung signifikant reduziert. LXR sind direkt an der Expression von Genen beteiligt,
welche den Fettstoffwechsel regulieren, indem sie als LXR/RXR — Heterodimer an spezifische
Bindestellen in der Promotorregion von Zielgenen binden [88, 116]. Durch Aktivierung von
LXR konnte die gesteigerte Expression der bedeutenden Lipid —ausschleusenden Genen
ABCA1 und ABCG1 zur Pravention der Bildung von Lipidablagerungen in Tubulusepithelzellen
und Mesangiumszellen, sowie von Schaumzellen in Glomeruli und im Interstitium,
beigetragen haben [117, 118]. Die Relevanz dieses Mechanismus wird von friiheren
Beobachtungen unterstiitzt, welche bei verminderter Expression von ABCA1 in mesangialen
und tubularen Epithelzellen eine Akkumulation von Lipiden zeigen [119, 120]. Ein weiterer
Grund flr die abgeschwiachte Lipidtropfchenbildung im Nierengewebe von GW3965 —
behandelten LDLR-/- und eNOS-/- Mausen kdnnte die verminderte Expression von SR — A1l in
der Niere sein, einem Scavenger — Rezeptor, der an der Aufnahme von oxidiertem LDL
beteiligt ist. Proinflammatorische Zytokine (MCP-1, IL-1f, TNFa) und Wachstumsfaktoren
(TGFB, VEGF) tragen zur Dysregulation der zelluldren Lipidhomdostase bei, indem sie zu
einer gesteigerten Lipidaufnahme, insbesondere (iber SR — Al und CD36 flihren, und so die
intrazellulare Lipidakkumulation und die Bildung von Schaumzellen dauerhaft aufrecht

erhalten [121, 122]. Demnach konnte die Verringerung der zelluldren Lipidaufnahme bei
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gleichzeitiger Steigerung der Lipid —ausschleusenden Mechanismen [78, 123, 124], die
Reduktion von Lipidtropfchen und Schaumzellen in Glomeruli und im Tubulointerstitium von

GW3965 — behandelten Mausen erklaren.

5.3. Entziindungen und Fibrose konnten durch Aktivierung von LXR vermindert werden

Die Modulation des Fettstoffwechsels durch GW3965 ist in weiterer Hinsicht relevant, da in
Studien an verschiedenen Spezies gezeigt werden konnte, dass eine Akkumulation von
Lipiden in der Niere die Auspragung interstitieller Fibrose und Glomerulosklerose forcieren
kann [125, 126]. Potentielle Mechanismen fiir die Vernarbung des Gewebes sind direkte
Effekte von Lipiden, hauptsachlich durch oxidativen Stress auf infiltrierende und residente
Nierenzellen und indirekte Auswirkungen durch die Induktion der Expression von pro—
inflammatorischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren, wie MCP-1 und TGF-$1 [127-129]. In
hyperlipidamischen und hyperglykamischen Mausen konnte bei GW3965 — Behandlung eine
Verbesserung der Nierenfunktion erreicht werden, welche mit einer deutlich verminderten
Infiltration von mononukledaren Zellen sowie einer geringeren Expression pro—
inflammatorischer Chemokine und Wachstumsfaktoren (MCP-1, TNFa) einhergeht. Studien
an humanen Nierenbiopsien zeigten, dass die Akkumulation von Makrophagen in der Niere
von diabetischen Patienten mit dem Serumkreatininspiegel, der Bildung interstitieller
Myofibroblasten und interstitieller Fibrose korreliert [130, 131]. Folglich scheint der von
Makrophagen vermittelte Schaden bei der Entwicklung einer diabetischen Nephropathie von
grofRer Bedeutung zu sein und kann durch aktuelle Therapien nicht effektiv unterbunden
werden [132]. Da die mRNA von LXR in allen Segmenten des Nephron exprimiert wird [118,
133], konnen die protektiven Effekte des nicht — selektiven Agonisten GW3965 in der Niere
von hyperlipiddmischen und hyperglykdmischen LDLR-/- und eNOS-/- Mdausen nicht nur
dessen Wirkung auf Makrophagen zugeschrieben werden. Vielmehr hat die Aktivierung von
LXR positive Effekte durch Suppression der Aktivitat infiltrierender mononukledrer
Immunzellen und Nierengewebszellen. Der zu Grunde liegende Mechanismus der
immunsuppresiven Wirkung von LXR lauft indirekt Gber die Transrepression von NF-kB —
Signalwegen [85, 134] und einer darauffolgend verringerten Transkription von Zytokinen
und RAGE, einem Rezeptor fir vollstandig glykosylierte Endprodukte [135-137], ab. Die
Aktivierung von LXR mittels GW3965 konnte die Expression von TGF-B1, die Anzahl
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interstitieller Myofibroblasten und das Ausmall fibrotischer Areale verringern und
veranschaulicht so die anti—fibrotische Wirkung von LXR auf die Niere in LDLR-/- und
eNOS-/- Mausen. Des Weiteren konnte die Aktivierung von LXR durch den Erhalt der
Strukturintegritat der Niere, im speziellen der Blut —Harn —Schranke, dazu beitragen, die
Filtration von im Plasma gel6sten Zytokinen zu mindert. Filtrierte Zytokine konnten ebenfalls
Tubuluszellen aktivieren und so Entziindungen und Nierenfibrose fordern [138-141]. Diese
Beobachtungen decken sich ebenfalls mit Ergebnissen aus Transplantationsmodellen von
Kollegen, welche zeigten, dass die Aktivierung von LXR die Entstehung eines chronischen,
fibrotischen Schadens bei allogener Nierentransplantation verhindern konnte [142]. Auch
Beaven und Kollegen konnten den anti—fibrotischen Effekt der Aktivierung von LXR in
primdren murinen Stellatzellen, anhand der Suppression Fibrose — assoziierter Gene, und in

LXRaf3 — defizienten Mdusen, durch vermehrt auftretende Leberfibrose, darstellen [143].

5.4. ROS - vermittelte Verstarkung von Lipid — assoziierten und entziindungsbedingten
Nierengewebsschaden kdonnen durch LXR — Aktivierung reduziert werden

Kollegen aus der Forschungsgruppe konnten bereits zeigen, dass Xanthin — Oxidoreduktase
(XOR) ein wichtiges Enzym bei der vermehrten Bildung von ROS in Ratten mit
Hyperlipiddmie — assoziiertem Nierenschaden ist [103, 104]. XOR kann eine produktive
Quelle fiir Superoxid — Radikale sein, welche mit Stickstoffmonoxid zu Peroxynitrit reagieren
und die Nitrosylierung von Proteinen bewirkt [144, 145]. In Studien wurde ebenso
festgestellt, dass die Plasmakonzentration von XOR in diabetischen Mausen erh6ht war und
mit der Bildung von Superoxid korrelierte [146]. Zusatzlich konnte die vermehrte
Generierung von Nitrotyrosin und die daraus resultierende Progredienz einer diabetischen
Nephropathie festgestellt werden [32, 147]. In dieser Arbeit konnte an hyperlipidamischen
und diabetischen LDLR-/- M&usen, als Zeichen von erhdhtem oxidativem Stress, eine
gesteigerte Expression von XOR und Nitrotyrosin — Epitopen im Nierengewebe nachgewiesen
werden, welche bei Gabe von GW3965, und damit Aktivierung von LXR, verringert werden
konnte. Auch in vitro konnte an immortalisierten Tubulusepithelzellen bei Lipidbeladung und
GW3965 — Behandlung eine gesteigerte ROS — Produktion vermindert werden. Dariber
hinaus wurde in immunohistochemisch gefarbten Gewebeschnitten beobachtet, dass fokal

eine Kolokalisation von Lipidtropfchen — assoziierten Proteinen (z.B. Tip47, Perilipin) mit XOR
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und Nitrotyrosin in glomeruldaren Schaumzellen, Tubulusepithelzellen und interstitiellen
Makrophagen vorliegt. Kiss und Kollegen bestatigten dies durch in vitro — Experimente an
Lipid — beladenen  peritonealen = Makrophagen und konnten durch doppelte
Immunfluoreszenzfarbung sowie Proximity Ligation Assay, Tip47 und XOR in unmittelbarer
Nahe zueinander nachweisen. Auch in Biopsien diabetischer Patienten konnte ein dhnliches
Expressionsmuster beobachtet werden [148]. Die in dieser Arbeit dargestellte Verbindung
eines oxidativen Enzyms und seiner Produkte, mit Lipidtropfchen im Nierengewebe sowie
infiltrierter Immunzellen, deutet auf einen Mechanismus hin, inwieweit intrazelluldre
Lipidablagerungen die Zellen schadigen und diese durch LXR — Aktivierung geschiitzt werden
konnen. Darlber hinaus konnte hier und in anderen Studien gezeigt werden, dass durch
Lipidablagerung und vermehrter ROS —Bildung die Induktion pro—inflammatorischer
Zytokine zu einer vermehrten Infiltration von Makrophagen beitragt. Eine gesteigerte
Expression von XOR fordert darlber hinaus die Bildung von Schaumzellen durch
Hochregulation der Expression von Scavenger Rezeptoren in Makrophagen [149-151]. Es gibt
auch Hinweise, dass ROS in Verbindung mit pro —inflammatorischen Stimuli die Expression

von LXR herunter regulieren kann [152].

5.5. Ein Uberangebot von Lipiden induziert in HK2 — Zellen vermehrt oxidativen Stress

Die invitro—Experimente an HK-2Zellen verdeutlichten den Zusammenhang von
induziertem oxidativem Stress unter Bildung von ektopischen Lipidtrépfchen und dem
positiven Einfluss von LXR auf diese pathophysiologischen Parameter. Es konnte gezeigt
werden, dass die Induktion von Lipidtropfchen direkt mit einer Steigerung der
mitochondrialen Aktivitdt und der Bildung von ROS einhergeht. Die Bildung ektopischer
Lipidtropfchen unterscheidet sich hinsichtlich der assoziierten PAT —Proteine von
Lipidablagerung in Adipozyten. Dadurch kann es vermehrt zum Austritt freier Fettsauren aus
den Lipidtropfchen kommen, welche in der Zelle lipotoxische Schiaden hervorrufen und die
Bildung von ROS induzieren [153-155]. Da die Aktivierung von LXR das Ausmald der
Lipidakkumulation verringert, konnten dadurch auch lipotoxische Effekte und damit die
ROS - Bildung gemildert werden. Die Produktion von Energie in Form von
Adenosintriphosphat (ATP) in den Mitochondrien ist von einem kontinuierlichen Ausstrom

von ROS begleitet [156, 157]. Eine gesteigerte Mitochondrienaktivitat kann damit auch eine
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vermehrte ROS — Produktion verursachen und durch LXR — Aktivierung gemildert werden. Es
bleibt allerdings offen, ob die Modulation der Mitochondrienaktivitat durch LXR ein direkter
Effekt ist oder indirekt durch die Reduktion von Lipiden als Energiequelle in der Zelle
hervorgerufen wurde. Die Proteinkomplexe der Atmungskette sind sensitiv flir oxidative
Proteinmodifikationen, wobei eine Schadigung zu einer héheren ROS — Produktion fiihrt
[156]. Die Experimente an HK-2 Zellen deuten an, dass die Aktivierung von LXR durch
Reduktion der mitochondrialen Aktivitat und lipotoxischen Effekten, eine weitere
Verstarkung der ROS —Produktion im Sinne von oxidativen Proteinmodifikation an
Komplexen der Atmungskette verhindern koénnte. Die Reduktion der Bildung von
Lipidtropfchen in Tubulusepithelzellen bewahrt somit die Funktion des Tubulussystems und

wirkt dem Fortschreiten der diabetischen Nephropathie entgegen.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass Lipid —induzierte
oxidative Mechanismen im geschadigten Gewebe diabetischer Nieren ablaufen. Indem die
Aktivierung von LXR die pathophysiologische Kaskade, ausgeldst durch einen Lipidiberschuss
und entzlndlichen Prozessen, unterbricht, kann das Fortschreiten einer diabetischen

Nephropathie vermindert werden, selbst wenn sie durch Hyperlipiddmie verstarkt wird.
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