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Zusammenfassung

Die Pravalenz von Weichteilverkalkungen und im speziellen der arteriellen
Mediaverkalkung ist bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz deutlich
hoher als bei gesunden Kontrollen und korreliert stark mit der kardiovaskularen
Morbiditat und Mortalitat in diesem Patientenkollektiv. Die arterielle
Mediaverkalkung fuhrt nicht nur zu einer gesteigerter Wandsteifigkeit und einer
erhohter Pulswellengeschwindigkeit, sondern auch zu einer linksventrikularen
Hypertrophie, einer verminderten koronaren Perfusion und letztlich zur
Herzinsuffizienz. In der Pathogenese der Weichteilverkalkung bei Patienten mit
Niereninsuffizienz spielen der gestorte Phosphathaushalt und die durch die ektope
Verkalkung getriggerte Entzindungsreaktion eine wesentliche Rolle. Ziel dieser
Diplomarbeit war es, den Einfluss der Hochphosphatdiat auf die ektope
Verkalkung von Herz, Nieren und GefalRen im Tiermodell naher zu beschreiben
und die enge Wechselwirkung dieser Weichteilverkalkung mit der begleitenden
Entzindungsreaktion zu untersuchen. Fur unsere Experimente benutzten wir
DBA/2 Mause, die unter Hochphosphatdiat ein kardiorenales Syndrom mit einer
akuten Phosphatnephropathie und einer dystrophen Herzverkalkung entwickeln.
Wir konnten in diesem Tiermodell der DBA/2 Mause zeigen, dass insbesondere
den regulatorischen T Zellen eine zentrale Rolle bei der Modulation der ektopen
Verkalkung zukommt und dass diese antiinflammatorische Subpopulation der T
Zellen das Ausmald der Nephrokalzinose und damit auch die Gesamtmortalitat
beeinflusst. Eine systemische Treg Depletion ging in unserem Tiermodell mit einer
deutlich gesteigerten Kristallablagerung in der Niere und einer Erhdhung der
FGF23 Konzentration im Serum einher. Die lokale Entziindungsreaktion bei
Weichteilverkalkung ist damit kein einfaches Begleitphanomen, sondern moduliert
aktiv den pathologischen Prozess der Weichteilverkalkung. Es bedarf allerdings
noch  weiterer experimenteller  Untersuchungen, um den genauen
Pathomechanismus der Weichteilverkalkung und insbesondere auch jenen der

arteriellen Mediaverkalkung zu klaren und ihn frihzeitig zu unterbinden.
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Abstract

Background: Nephrocalcinosis is characterized by aberrant deposition of calcium
in the kidneys and is seen in phosphate nephropathy, primary
hyperparathyroidism, and distal renal tubular acidosis. To further evaluate the
specific pathophysiological role of T cells in ectopic calcification, we used DBA/2

mice that are prone to develop nephrocalcinosis and dystrophic cardiac calcinosis.

Methods: Female DBA/2 mice were depleted of T cells (n=10) or regulatory T cells
(Tregs) (n=15) using either an anti-CD3 or an anti-CD25 monoclonal antibody, and
were compared to isotype-treated controls (n=9; n=15), respectively. After this
immunomodulation, the DBA/2 mice were set on a high-phosphate diet for 9 days
and the degree of calcification was assessed by micro-computed tomography.

Successful depletion was confirmed by flow cytometry of splenocytes.

Results: In DBA/2 mice, high-phosphate diet induced a phenotype of
nephrocalcinosis and dystrophic cardiac calcinosis. T-cell depletion significantly
increased renal calcification in micro-computed tomography (p=0.022).
Concordantly, Treg depletion significantly deteriorated acute phosphate
nephropathy (p=0.039) and was associated with a significantly increased mortality
rate (p=0.004). Immunomodulation had no impact on the amount of cardiac
calcification. Semi-quantitative histopathological evaluations with Alizarin Red

stainings independently confirmed the respective radiological measurements.

Conclusion: In summary, our data suggest a pivotal role of T cells, particularly
Tregs, in the progression of nephrocalcinosis, and emphasize the fact that

inflammation deteriorates the outcome in acute phosphate nephropathy.




Glossar und Abkurzungen

ABC Komplex
ABCC6

AEC
ATP
Ca
DBA/2

FGF23

Foxp3

GATA3

HPD
H202
Lcn2
Mg
MRNA
MSX2
NO

P
PBS
PFA
PiT-1
PPi
Pth
Runx2
SCD
SEM
TGF B
TH
Tregs

= Avidin-Biotin-Complex

= ATP-binding cassette Transporter C6
= 3-amino-9-Ethylcarbazol

= Adenosintriphosphat

= Kalzium

= Diluted brown non-agouti

= Fibroblasten Faktor 23

= forkhead box protein P3

= GATA-binding Protein 3
= Hochphosphatdiat
= Wasserstoffperoxid

= Lipocalin 2

= Magnesium

= messenger RNA

= Homebox Protein MSX-2

= Stickstoffmonoxid

= Phosphat

= Phosphatgepufferte Salzlésung
= Paraformaldehyd

= Phosphattransporter

= anorganisches Phosphat

= Parathormon

= Run-related Transkriptionsfaktor
= Standarddiat

= Standardfehler des Mittelwertes
= Transformierender Wachstumsfaktor beta
= T-Helferzelle

= regulatorisch T-Zellen
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1 Einleitung
1.1 Hintergrund

Vaskulare Kalzifikationen fanden sich schon bei Autopsien agyptischer Mumien.
(1) Johann Georg Modnckeberg beschrieb als erster die Mediasklerose, wo in der
Tunica media der Arterienwande Calciumablagerungen gefunden wurden.(2)
Anfangs wurde die vaskulare Kalzifikation von Virchow als ein passiver
degenerativer Alterungsprozess angesehen, der keiner spezifischen Therapie
zuganglich ist. In den letzten zwei Jahrzehnten haben mehrere wissenschaftliche
Arbeiten eindeutig gezeigt, dass die Mediaverkalkung ein streng regulierter
Prozess ist, der viele Gemeinsamkeiten mit der Knochenmineralisation teilt. (3-9)
Mediaverkalkungen finden sich insbesondere bei Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung und Diabetes mellitus. (10-16) Das Ausmal} dieser
Gefalverkalkungen Kkorreliert signifikant mit der Morbiditat und Mortalitat
kardiovaskularer Erkrankungen (17-19) und flhrt zu einer herabgesetzten
Dehnbarkeit der Aorta, einem erniedrigten Herzindex, einer Verschlechterung der
Koronarperfusion und einer subendokardialen Ischamie. (20-23) Daher ist das
genauere Verstandnis der Pathogenese der ektopen Verkalkung und
insbesondere der Mediaverkalkung wichtig, um neuartige pharmakologische
Angriffspunkte fur kardiovaskulare Erkrankungen identifizieren, charakterisieren

und nutzen zu kénnen.

1.2 Risikofaktoren fur Atherosklerose

In der allgemeinen Bevolkerung sind Hyperlipidamie, Diabetes mellitus, arterielle
Hypertonie, Adipositas, Rauchen, fortgeschrittenes Alter und das mannliche
Geschlecht als Risikofaktoren fur die Atherosklerose bekannt. (24) Hierbei beginnt
die Erkrankung in der Regel mit der Bildung von subendothelialen Plaques in der
Tunica intima, der innersten Schicht der Arterienwand. Bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizenz kommt es ahnlich wie bei der diabetischen
Mediasklerose Typ Monckeberg zu einer Verkalkung der Tunica media. (25, 26)
Diese Mediaverkalkung reduziert die arterielle Compliance, fuhrt zu einer

linksventrikularen Hypertrophie und zur Linksherzinsuffizienz.




1.3 Pathophysiologie der GefaRverkalkung

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von klinischen und wissenschaftlichen
Studien durchgefuhrt, welche den komplexen Prozess der GefalRverkalkung
durchleuchten. Der Prozess der vaskularen Kalzifikation besteht aus mehreren
Schritten. Glatte Gefallmuskelzellen verandern ihren Phanotyp und bilden
Osteoblasten ahnliche Zellen. Ihnen fehlt der charakteristische histopathologsiche
Marker glatter Muskelzellen. Sie entwickeln dabei osteoblastische Funktionen und
exprimieren alkalische Phosphatase, Osteocalcin und Osteopontin. Diese
osteoblastische Transdifferenzierung kann dann zur Mineralisation der
extrazellularen Matrix fuhren. Der pathologische Prozess der Weichteilverkalkung
teilt somit viele Gemeinsamkeiten mit der physiologischen Mineralisierung
wahrend der Skelettentwicklung. Membrangebundene Matrixvesikel bilden einen
Kern mit Calciumhydroxylapatit Ablagerungen, die Kalzium und anorganisches
Phosphat enthalten (27, 28) und den Ausgangspunkt der Verkalkung darstellen.
Dies geschieht Uber ein streng kontrolliertes Gleichgewicht von Inhibitoren und
Induktoren der Verkalkung, welche durch Stoffwechselveranderungen, (8, 29-31)
Entzindungsreaktionen, (32, 33) und Medikamente (34-38) beeinflusst werden.
Die Matrixvesikel enthalten Inhibitoren der Gefallverkalkung wie das Fetuin-A und
das Matrix GLA Protein. (39, 40) In Zusammenarbeit mit lokalen Mediatoren wie
dem inorganischen Pyrophosphat (PPi) schitzen diese Molektle die Arterien vor
der Ablagerung und dem Wachstum von Mineralien. (41-43) In Abwesenheit
dieser physiologischen Inhibitoren der Verkalkung wird unter Stress durch
zusatzliche endogene oder exogene Noxen eine Transdifferenzierung der glatten
Muskelzellen und in weiterer Folge eine Gefaldverkalkung. (44-46)

Osteoblasten und Chondrozyten sind verantwortlich fir die Knochen- und
Knorpelbildung und die Verkalkung innerhalb des Skeletts. Populationen normaler
glatter Gefallmuskelzellen enthalten Zellen, die in einer verkalkten Umgebung
phanotypisch einen Wandel zu Osteozyten, Osteoblasten und Chondrozyten
durchlaufen. (9, 47-49) Im Zuge dieser Transdifferenzierung der glatten
GefalBmuskelzellen andert sich auch deren Expressionsmuster. So werden unter
anderem die Transkriptionsfaktoren Msx2 (50) und Runx2 (49) und die
Kollagentypen |, Il, IX und Xl hoch reguliert (51). Der Phosphat Transporter PiT-1
ist der vorherrschende Natriumabhangige Phosphat-Co-Transporter in glatten

GefalRmuskelzellen. Phosphat erhoht die PiT-1 Expression, die zu einem erhdhten




intrazellularen Phosphatgehalt fuhrt. Dies induziert wiederum eine Runx2
Expression und die osteogene  Transdifferenzierung der  glatten
GefalRmuskelzellen. (52)

Ein weiteres Schllsselenzym fur die Verkalkung ist die gewebeunspezifische
alkalische Phosphatase, die durch die Hydrolyse des Kalzifikationshemmer PPi
die Verkalkung in den glatten GefalRmuskelzellen fordert. (53, 54) Umgekehrt
hemmen das Ankylose Protein und die Ekto-Nukleotid
Pyrophosphatase/Phosphodiesterase-1 GefalRverkalkung durch die Férderung des
extrazellularen PPi Gehalts in den glatten GefaRmuskelzellen. (48, 53) PPi hemmt
das Wachstum der Calciumphosphat-Kristalle und hilft bei der Verhinderung der
chondroossaren Differenzierung und Verkalkung. (48, 55) Arterienverkalkung wird
zudem durch die Osteopontin Expression der glatten GefalRmuskelzellen
gehemmt. Osteopontin ist ein Inhibitor der Calciumhydroxylapatit Kristallbildung
und fordert die Resorption der Prazipitate. (45) Osteoprotegerin, der endogene
Inhibitor Matrix Gla Protein und das zirkulierende Fetuin-A blockieren ebenso die
Kalzifikation der glatten GefalRmuskelzellen. (45, 56-58)

1.4 Chronische Niereninsuffizienz als Risikofaktor fir
GefaBverkalkung

Chronische Nierenerkrankung ist ein eigenstandiger Risikofaktor fur
kardiovaskulare Erkrankungen. (59) Ein forcierter Verlauf der Arteriosklerose und
eine erhohte Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse sind bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz in zahlreichen klinischen Studien dokumentiert
worden (59-61). Eine Assoziation zwischen einer geringeren glomerularen
Filtrationsrate und dem kardiovaskular bedingten Tod ist ab einer Erniedrigung der
glomerularen Filtrationsrate auf <60-80 ml/min/1,73m2 nachweisbar (62).
Kardiovaskulare Erkrankungen treten somit bei Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung weitaus haufiger auf als in der Normalbevolkerung. Zum
Beispiel betragt die Pravalenz einer koronaren Herzerkrankung bei
Dialysepatienten ca. 40%. Die kardiovaskulare Mortalitdt wurde auf ca. 9% pro
Jahr geschatzt und ist bei Dialysepatienten 10-20-mal haufiger als in der
Normalbevolkerung. (61) Die vaskulare Kalzifikation bei der chronischen
Nierenerkrankung betrifft sowohl die Tunica media wie auch die Tunica intima und
ist ein prognostischen Marker fur die Gesamtsterblichkeit von Dialysepatienten. (4,
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26) In den Arterien fuhrt vor allem die Mediaverkalkung zu einer erhohten
Wandsteifigkeit der Gefalde, einer herabgesetzten Nachgiebigkeit der Gefallwand,
einer gesteigerten Pulswellengeschwindigkeit und einem erhohten systolischen
Blutdruck. Langfristig flhren diese Veranderungen mechanischer und
hamodynamischer Eigenschaften der Arterien 2zu Linksherzhypertrophie,
verminderter koronarer Durchblutung und Herzinsuffizienz. (26)

Die Inzidenz und Behandlungskosten chronischer Nierenerkrankung und die
daraus entstehenden kardiovaskularen Komplikationen nehmen zu, da die
Bevolkerung in Westeuropa immer alter wird und die Inzidenz von Diabetes
mellitus Typ 2 weiterhin ansteigt. Damit ist die chronische Nierenerkrankung ein
immer gréRer werdendes soziales Gesundheitsproblem geworden. Die Zahl der
dialysepflichtigen Patienten ist in den letzten Jahrzehnten kontinuierlich
angestiegen und wird sich in den nachsten 10 Jahren nochmals verdoppeln.(63)
In  Osterreich leiden ca. 400.000 Menschen an einer chronischen
Niereninsuffizienz. 2010 gab es in Osterreich in etwa 4.300 Patienten, die auf die
Dialyse angewiesen waren. Kardiovaskulare Erkrankungen sind die
Haupttodesursache von Patienten mit einer terminalen chronischen
Niereninsuffizienz. (64) Das kardiovaskulare Mortalitatsrisiko ist bei diesen
Patienten 10-100mal hoher als bei der gesunden Bevolkerung. (65)

Schon 1936 zeigte Robert Platt, dass eine eingeschrankte Nierenfunktion sowonhl
mit einem erhdhten glomerularen Druck als auch mit dem Verlust von Nephronen
einhergeht. Ein erhdhter glomerularer Druck steigert die Filtrationsmengen, die
von jedem einzelnen Nephron produziert wird. Dadurch kann die Niere die
eingeschrankte Nierenfunktion fir eine bestimmte Zeitspanne kompensieren.
Letztlich bleiben nur wenige Nephrone Ubrig, die unter einem moglichst hohen
Druck Harn filtrieren, wobei auch der systemische arterielle Blutdruck ansteigt
(Platt). (66) Alfred Chanutin und Eugene Ferris bewiesen in tierexperimentellen
Modellen bereits 1932, dass erhohter glomerularer Druck zu einer abnormalen
glomerularen Durchlassigkeit und damit zu einer Proteinurie fuhrte. Damals wurde
bereits die Bedeutung der Proteinurie als Marker fur die das Ausmal} der
Nierenschadigung erkannt. (67) In Dextran Clearance Studien wurde
nachgewiesen, dass ein erhohter intraglomerularer kapillarer zu einem direkten
glomeruléren Schaden flihrte. (68) Dadurch ist die Filtration der Plasmaproteine

beeintrachtigt. (69) Die mechanische Beanspruchung steigert auch die




Angiotensin Il Produktion und die Expression von Angiotensin Typ | Rezeptoren in
den Podozyten. (70) Demnach scheint eine beeintrachtigte glomerulare
Filtrationsrate Gewebeschaden auszulésen und aufrechtzuerhalten, so dass
letztlich unabhangig vom glomerularen Druck eine Niereninsuffizienz durch
erhohten filtrierten Proteingehalt entsteht. (71) Die Podozyten, die einer erhohten
Proteinbeladung ausgesetzt sind, setzen Transforming Growth Factor, TGF-R, frei,
das zu einer Differenzierung der Mesangialenzellen in Myofibroblasen flihrt. (72)
Die Proteinbelastung der Tubuli induziert in Tubuluszellen die Produktion von
Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren und vasoaktiven Molekulen, welche
zu einer abnormalen interstitiellen Ansammlung von Entzindungszellen, einer
Ablagerung von Kollagenen, Fibronectin und anderen Komponenten in der

extrazellularen Matrix fihren und schliellich eine Fibrose bedingen. (73, 74)

1.5 Phosphathaushalt in der Niereninsuffizienz

Als ein wichtiger Promotor der vaskularen Kalzifikation in der chronischen
Niereninsuffizienz hat sich Phosphat herauskristallisiert. Phosphat wird primar
uber die Niere ausgeschieden. Daher kommt es bei der terminalen
Niereninsuffizienz automatisch zu einer Uberladung des Kérpers mit Phosphat.
Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass ein erhdhtes Phosphat im Serum
einen groflen Einfluss auf die Morbiditat und die kardiovaskulare Mortalitat bei
Dialysepatienten hat. (75, 76) Raggi et al. zeigte, dass Phosphatserumspiegel
deutlich im Zusammenhang mit der Anwesenheit von KoronargefalRverkalkung
stehen. (77) Es gibt somit eine enge Assoziation von Phosphatserumspiegel mit
dem Mortalitatsrisiko von Dialysepatienten. Patienten mit einem hohen
Phosphatserumspiegel haben eine hohere Mortalitat als Patienten mit niedrigen
Spiegeln (Block). (78) Ein erhdhter Phosphatwert im Serum ist ein wichtiger
Risikofaktor fur die vaskulare Kalzifizierung und kardiovaskulare Mortalitat bei
Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen. (79)

Fir den Phosphathaushalt ist die renale Ausscheidung essentiell. Der
Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23 (FGF23) steuert die Ausscheidung des
Phosphats Uber die Niere. (80, 81) FGF23 wird von Osteozyten im Knochen
produzier (80) und von hohen Phosphatkonzentrationen im Serum und von hohen




Calcitriolwerten induziert. FGF23 wiederum unterdrickt die renale 1-alpha-
Hydroxylase und somit die renale Synthese von Calcitriol. Im proximalen Tubulus
interagiert FGF23 mit dem Cofaktor Klotho. Klotho ist ein membrangebundenes
beta-Glucoronidaseenzym und ein unverzichtbarer Bestandteil bei der FGF
Rezeptor Signalibertragung in der Niere. (82)

Vaskulare Kalzifikation ist nicht nur das Resultat passiver Prazipitation von
Kalzium und Phosphat in der GefalRwand. Neuere Studien dokumentieren, dass
vor allem hohe Phosphatwerte die Transdifferenzierung von glatten Muskelzellen
in Osteoblasten ahnliche Zellen auslosen. Dieser Prozess wird auch als
osteogenetische Transdifferenzierung bezeichnet. (83) Bei Anwesenheit hoher
Phosphatwerte wird das Phosphat Uber die Natrium-Phosphat-Transporter in die
Zellen transportiert. Dieser Prozess ist der Startschuss flir das Programm der
Transdifferenzierung. Dabei Ubernehmen die glatten Muskelzellen teilweise das
Expressionsprofil eines Osteoblasten. Ein weiterer wichtiger Ausloser fur das
zellulare Programm der Transdifferenzierung ist eine Entzlindungsreaktion. (82)
Selbst ein voribergehender Anstieg der Serumphosphat Konzentration, z.B. eine
postprandiale Hyperphosphatamie, kann eine endotheliale Dysfunktion fordern. In
einer Studie von Shuto et al. wurde gezeigt, dass endotheliale Zellen von
Rinderaorten, die einer hohen Phosphatkonzentration ausgesetzt wurden, mehr
reaktive Sauerstoffpartikel und weniger NO produzierten. Eine derartige
Dysfunktion wurde auch durch einen erhohten Zustrom von Phosphat Uber
Natriumabhangige Transporter ausgeldst. (84)

Ahnliche Daten wurden auch in einer Doppelblind-Crossover-Studie im Menschen
erhoben. Eine Mahlzeit mit 1200 mg Phosphat verursacht nach 2 Stunden eine
signifikant gréRere Abnahme der Fluss-vermittelten Dilatation als eine Mahlzeit mit
400mg Phosphat. Eine derartige postprandiale Dysfunktion endothelialer Zellen
konnte zu einer Phosohat-induzierten kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat
beitragen.

Um den Einfluss einer phosphatreichen Kost auf die ektope Verkalkung von Herz,
Niere und Gefalle naher zu untersuchen, verwendeten wir den Inzuchtstamm der
DBA/2 Maus. Die DBA/2 Mause haben eine Mutation im Abcc6 Gen, sind daher
anfallig fur Weichteilverkalkungen und ideal dafir geeignet, um die Auswirkungen
der phosphatreichen Diat und der Immunmodulation auf ektope Verkalkungen im

Tiermodell zu untersuchen.




2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Alle Experimente in dieser Diplomarbeit wurden Ubereinstimmend mit den
Vorschriften des Osterreichischen Tierschutzgesetzes ausgeflihrt und vom
Bundesministerium fur Wissenschaft und Forschung genehmigt. Wir benutzten 8
Wochen alte, weibliche DBA/2 Mause fur unsere Experimente. Sie wurden von
Charles River (Sulzfeld, Deutschland) geliefert und in einer Antikdrper- und
Virusfreien Umgebung im Tierstall der Medizinischen Universitat Graz
untergebracht.

In der ersten Experimentreihe wurde die ein Gruppe der Mause mit 10ug eines
CD3-depletierenden Antikorpers (Muromonab, Biolegends, San Diego, CA, USA)
an funf aufeinander folgenden Tagen behandelt, wahrend die Vergleichsgruppe
jeweils intraperitoneale Injektionen eines Isotyp-Kontroll-Antikérpers (LEAF™
Purified Armenian Hamster IgG Isotype Ctrl, Biolegends, San Diego, CA, USA)
erhielt. In der zweiten Experimentreihe erhielt die eine Gruppe von DBA/2 Mausen
einmalig 200 ug anti-CD25 Antikoérper (BD Bioscience, San Diego, CA, USA),
wahrend der Vergleichsgruppe ein entsprechender Isotyp Antikorper
intraperitoneal injiziert wurde. Nach dieser Vorbehandlung wurden alle Mause fur
9 Tage auf eine phosphatreiche Diat (Altromin, Lage, Deutschland) gesetzt. Das
phosphatreiche Futter beinhaltete 20,469 Phosphat pro Kilogramm. Zusatzlich
bekamen die Mause Wasser ad libitum. Nach 9 Tagen wurden die Tiere
anasthesiert und mittels zervikaler Dislokation getotet. Die Organe wurden sofort

entnommen und unmittelbar weiter aufgearbeitet.

2.2 Intraperitoneale Injektion von depletierenden Antikorper
Die Ausgangskonzentration des CD3 depletierenden Antikdrpers (Muromonab,
Biolegends, San Diego, CA, USA) betrug 1,0 mg/ml. Die DBA/2 Mause bekamen
an funf aufeinander folgenden Tagen jeweils 10ug in 100ml intraperitoneal
injiziert. Dafur wurden pro Tag und Maus jeweils 10ul Antikdrper in 90ul
physiologischer Kochsalz-Losung unter sterilen Bedingungen unter einem Abzug
verdinnt. So erhielt man eine Verdinnung von 1:10. Der Isotyp-Kontroll-
Antikorper (LEAF™ Purified Armenian Hamster IgG Isotype Ctrl, Biolegends, San
Diego, CA, USA) hatte ebenfalls eine Ausgangskonzentration von 1,0 mg/ml.
7




Daher wurde die gleiche Vorverdinnung (1:10) fur den Isotyp-Kontroll-Antikorper
angefertigt. Die Depletion der regulatorischen T-Zellen mit einem monoklonalen
anti-CD25 Antikérper (BD Bioscience, San Diego, CA, USA) erfolgte in analoger
Weise. Dabei war eine einmalige intraperitoneale Injektion von 200 ug
ausreichend. Die Kontrollgruppe erhielt die entsprechende Menge des Isotyp-

Antikorpers.

2.3 Probengewinnung

Alle Tiere wurden mit einem Ketamin Xylazin Gemisch, das in die Bauchhohle
gespritzt wurde, anasthesiert, bevor sie durch einen Genickbruch getétet wurden.
Der retrobulbare Venenplexus wurde mit einer Kapillare punktiert, um Blut fir die
biochemischen Analysen von Elektrolyten, Harnstoff, Parathormon und FGF23 zu
gewinnen. Das Blut wurde anfangs in einem mit EDTA gefullten Vacutainer
(Sarstedt GmbH, Wiener Neudorf, Osterreich) aufbewahrt, anschlieRend bei 3000
rom far 10 min abzentrifugiert und letztlich das Serum vorsichtig abpipettiert und
bei -20°C aufbewahrt.

Nach Offnen der Bauchhdhle wurde zuerst die linke Niere entfernt, in einen
Behalter mit Formalin eingelegt und anschlieRend der Untersuchung im p-CT
zugefuhrt. Die rechte Niere wurde entfernt und halbiert. Eine Halfte wurde in
O.C.T. Compound Tissue-Tek® (Sakura Fintek Europe B.V., Zoeterwonde,
Niederlande) gelegt und dann in einem Methylbutanbad in flissigem Stickstoff
schockgefroren, um daraus spater Gefrierschnitte anzufertigen. Die andere Halfte
der Niere wurde in ein Einbett-Kassette (Simport, Beloeil, Qc, Kanada) in
Formalin eingelegt und anschlieRend in Paraffin eingebettet. Diese Paraffinblocke
wurden dann am Rotationsmikrotom geschnitten. Dann wurde die Milz entfernt
und eine Einzelzellsuspension hergestellt, um in der Durchflusszytometrie den
Effekt der Zelldepletion zu Uberprifen. Anschlieliend wurde das Herz entnommen.
Es wurde in Formalin eingelegt und zunachst im y-CT untersucht. Danach wurde
das Herz geteilt. Eine Halfte wurde in O.C.T. Compound Tissue-Tek® (Sakura
Fintek Europe B.V., Zoeterwonde, Niederlande) gelegt und dann in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die andere Halfte des Herzens wurde in eine
Einbettkassette (Simport, Beloeil, Qc, Kanada) in Formalin eingelegt und

anschlieBend in Paraffin eingebettet. Als letztes wurde die Aorta entfernt und




ebenfalls wie Niere und Herz fir Gefrier- und Paraffinschnitte in die

entsprechenden Behaltnisse gelegt.

2.4 Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie Uberpriften wir die Wirkung der T-Zell- und Treg-
Depletion. Daflr mussten wir zuvor aus den einzelnen Milzen jeweils eine
Einzelzellsuspension anfertigen und diese auf CD4 und CD25 (BD, Biosciences,
San Diego, CA, USA) farben. Anschlielend wurden die Einzelzellsuspensionen
am FACS Calbur gemessen. Die Durchflusszytometrie am FACS Calibur (BD
Biosciences) basiert darauf, dass die mit fluoreszierenden Antikérpern gefarbte
Zellen Uber eine Duse gepresst werden. Am Ausgang der Duse ist ein Laserstrahl
positioniert, dessen Licht durch die Zellsuspension in verschiedene Richtungen
gestreut und durch fluoreszierende Antikorper zu einem Fluoreszenzlicht angeregt

werden.

Abb. 1A FACS Ansaugdiise BD Biosciences

Das gestreute Licht wird in einem relativ engen Winkel erfasst und mit einem
Sensor als sogenanntes Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) gemessen,
welches ein Mal fur die Zellgrofde ist. Das Licht, das hinter der Duse aufgefangen
wurde, ist das sogenannte Seitwartsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter), das ein
Malf fur die Zellgranulation ist. Aulierdem werden die Lichtspektren gemessen,
indem das Licht durch spezifische Filter nach Wellenlangen aufgetrennt wird.
Damit kénnen Zellen mit fluoreszierenden Antikdrpern von Zellen ohne gebundene

Antikorper unterschieden werden.
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Abb.1C FACS Computerauswertung

2.5 Elektrophysiologie

Einer Gruppe von 10 DBA/2 Mausen wurde ein implantierbarer Transmitter ETA-
F20 (Data Science International, St. Paul, MN, USA) in leichter Isofluran-
Anasthesie eingesetzt, der es uns erlaubte, an frei beweglichen Mausen
Elektrokardiogramme aufzuzeichnen. Finf Tage nach dem Eingriff wurde eine
Gruppe mit finf Mausen auf eine phosphatreiche Diat gesetzt, die anderen funf
Tiere erhielten normales Standardfutter. Sie konnten sich frei in den Kafigen
bewegen und bekamen Wasser und Futter frei nach Belieben. Dabei wurde
kontinuierlich telemetrisch ein Elektrokardiogramm aufgezeichnet und die
Auswirkung der phosphatreichen Nahrung auf die Erregungsubertragung im

Herzen untersucht.
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2.6 Mikro-Computertomographie

Wir quantifizierten das Ausmal} der ektopen Verkalkung von Herz und Nieren ex
vivo im Inveon p-CT (Siemens, Minchen, Deutschland). Von den einzelnen
Organen wurde eine schichtweise Reihe von Roéntgen-Absorptionsmessungen
gemacht, die dann in weiterer Folge zu einem 3D-Bild rekonstruiert wurden. Durch
die Messung der Hounsfield Einheiten fur die einzelnen Pixel Bildpunkte konnten
wir das absolute und relative Ausmald der ektopen Verkalkung der einzelnen

Organe exakt bestimmen.

Abb.2 Micro Computertomograph fiir Kleintiere
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2.7 Fixierung

Ziel der Fixierung ist es, dass das Gewebe mdglichst gut erhalten bleibt. Daher
wurden die Organe direkt nach der Entnahme in 4% Formalin (Donauchem
GmbH, Wien, Osterreich) eingelegt. Formalin dringt relativ gut ins Gewebe ein,
vernetzt die Proteine untereinander, verhindert so die Faulnis des Gewebes und
macht es dauerhaft haltbar. Dabei werden Methylenbricken gebildet. Danach
kann das Gewebe eingebettet werden, um sehr diinne und gleichmafige Schnitte

fur weitere Farbungen herzustellen.

2.8 Paraffineinbettung

Da das Paraffin nicht wasserlslich ist, musste das Gewebe vorbehandelt werden.
Dafir muss dem Gewebe das Wasser entzogen werden. Das geschieht, indem
man die Organe mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%iges Ethanol-80%-
96%-100% (EMSURE, Merck, Darmstadt, Deutschland)) behandelt. Anschliel3end
muss der Alkohol entfernt werden, damit das Paraffin ins Gewebe gelangen kann.
Dafur braucht man ein Intermedium, z. B. Xylol (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland). Das Xylol verdrangt den Alkohol aus dem Gewebe und
wird anschlieBend durch 56°C heiRes Paraffin ersetzt. Diese Schritte laufen
automatisch in einem Histokinet Einbettautomat ab. Nun kdnnen die mit Paraffin
durchtrankten Gewebsstlicke in Gieldschalchen gelegt und mit Paraffin Gberdeckt
werden, damit schone Paraffinblocke zum Schneiden entstehen. Zum Abschluss
wird die Einbettkassette mit der entsprechenden Fallnummer auf den noch
flussigen Paraffinblock aufgelegt, da diese den Boden des Paraffinblockes bildet.
Wenn das Paraffin erkaltet ist, kann das Gie3schalchen entfernt werden und der
Block geschnitten werden. Es wurden 4um dinne Schnitte fir die PAS-Reaktion
und die Alizarin Rot Farbung angefertigt.

12



2.9 Histopathologische Evaluation

FUr die verschiedenen Farbungen am Gefrierschnitt wurden Gewebsproben in
Einbett Gussformen mit O.C.T. Compound Tissue-Tek® (Sakura Fintek Europe
B.V., Zoeterwonde, Niederlande) eingelegt und dann in einem Methylbutanbad in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Davon wurden 4pm dicke Schnitte am
Kryomikrotom angefertigt, auf Objekttragern (C. Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland) befestigt, 30-60 min getrocknet und dann weiterverarbeitet. Zwei

Schnitte wurden pro Objekttrager angefertigt.

Von Kossa

Um die ektope Verkalkung in den Organen darzustellen, wurde die von Kossa
Farbung durchgeflhrt. Zuerst wurden die Gewebsschnitt am Objekttrager fir 8
Minuten mit 4%PFA in PBS (Donauchem GmbH, Wien, Osterreich) fixiert und
danach 10 Minuten in PBS-Puffer und anschlieend nochmal 10 Minuten in Aqua
dest. gewaschen. Nach diesem Waschvorgang wurden die Schnitte mit 1%
Silbernitrat (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) unter einer UV-Lichtquelle fur
ca. 45 Minuten inkubiert. Hierbei wird das Calcium gegen Silberionen
ausgetauscht und zu metallischem Silber reduziert. Dieser Vorgang wurde nach
45 Minuten mikroskopisch kontrolliert. Wenn der gewunschte Grad der Anfarbung
erreicht war, wurden die Schnitte in Aqua dest. fir 5 Minuten gespdlt. Im nachsten
Schritt wurde mit 5% Natriumthiosulfat (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 2
Minuten lang inkubiert und anschlief3end wieder mit Aqua dest. 5 Minuten gesplilt.
Danach erfolgt die Gegenfarbung mit gefiltertem Kernechtrot fur 2 Minuten.
Abschlieend wurde noch einmal mit Aqua dest. 5 Minuten gespult und mit
Aquatex® (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt. Als Ergebnis
sollten die Calciumablagerungen schwarz erscheinen, die Zellkerne rot und das

Zytoplasma rosa

B

Abb. 3A Von Kossa Féarbung der Niere
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PAS-Reaktion

Durch die PAS-Reaktion (Perjodsaure-Schiff-Reaktion) werden Kohlenhydrat-
gruppen nachgewiesen. Die PAS- Farbung eignet sich gut, um eine Ubersicht
Uber die histologischen Strukturen in den Organen zu bekommen bzw. um den
Unterschied zwischen gesunden und kranken Organen darzustellen.

Fir diese Farbung mussten die Schnitte zunachst entparaffiniert werden. Dies
geschieht in umgekehrter Reihenfolge zur Einbettung. Dazu wurden die Schnitte
zunachst fir 2 x 5 Minuten in Xylol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) getaucht. AnschlieBend kam die absteigende Alkoholreihe
(100%iges Ethanol-96%-70% (EMSURE, Merck, Darmstadt, Deutschland) fur
jeweils 3 Minuten und ein kurzes Abspulen in Aqua dest. Dann wurden die
Schnitte flr 5 Minuten in Perjodsaure (EMSURE, Merck, Darmstadt, Deutschland))
gelegt. Dadurch werden unsubstituierte Glykole zu Aldehyden oxidiert. Die
Schnitte wurden 3 Minuten lang mit Leitungswasser gewassert und anschlie3end
in Aqua dest. gespllt, bevor das Schiff'sche Reagenz (EMSURE, Merck,
Darmstadt, Deutschland) flr 15 Minuten dazukam. Das Reagenz reagiert mit den
Aldehyden, die durch die Perjodsaure entstanden sind und setzt den Farbstoff
Fuchsin frei. Daraufhin wurden die Schnitte mit Aqua dest. gespult und mit
gefiltertem Gill's Nr. 3 Hamatoxilin (SIGMA Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland) gegengefarbt, noch einmal mit flieRendem Leitungswasser
gewassert und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%iges Ethanol-80%-96%-
100% (EMSURE, Merck, Darmstadt, Deutschland)) fur jeweils 3 Minuten und 10
Minuten in Xylol (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) dehydriert.

Abb. 3B PAS Farbung der Niere
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Alizarinrot

Auf den Paraffinschnitten wurde die ektope Weichteilverkalkung mit der
Alzarinrotfarbung nachgewiesen. Daflir mussten auch hier erst einmal die
Paraffinschnitte entparaffiniert werden, indem sie fur 10 Minuten in Xylol (Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) getaucht und mit einer
anschlieRenden absteigenden Alkoholreihe (100%iges Ethanol-96%-70%
(EMSURE, Merck, Darmstadt, Deutschland)) fur jeweils 3 Minuten und ein kurzes
Abspulen in Aqua dest. gewaschen wurden. Dann wurden die Schnitte fur ca. 5
Minuten in der Alizarin Rot Lésung (2g Alizarin Red S (SIGMA-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) in 100ml Aqua dest. auflésen und einen pH
zwischen 4,1 und 4,3 mit Ammonium Hydroxid einstellen) gefarbt. In diesem
Schritt formt das Alizarin Rot Chelatverbindungen mit den zweiwertigen
Calciumionen. Nach 2 Minuten wurde der Grad der Anfarbung auf dem Schnitt
mikroskopisch kontrolliert. Anschliefl3end wurden die Schnitte dehydriert, indem sie
jeweils 20-mal nacheinander in Aceton (EMSURE, Merck, Darmstadt,
Deutschland), dann in ein Aceton-Xylol Gemisch (1:1) und zum Abschluss in Xylol
(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) getaucht wurden. Nach dem
Xylol wurden die Schnitte mit Roti®-Histokitt Il (Carl Roth GmbH + Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt. Die Verkalkung stellt sich hier orange-rot dar.
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Abb.3C Alizarin Rot Farbung der Aorta
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2.10 Immunhistochemische Farbung

Um die Infiltration von Lymphozyten und Makrophagen in Herz und Niere zu
untersuchen, wurde eine CD4 bzw. CD68 immunohistochemische Farbung dieser
Organe angefertigt.

Fir diese Farbungen wurden die Schnitte zunachst 8 min lang in Aceton
(EMSURE®, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) fixiert. Die Schnitte mussten
danach an der Luft fur ca. 1min trocknen und wurden dann mit einem Fettstift
umrandet. Dann wurden die Objekttrager 20min in einer Losung geblockt, die zu
70% aus PBS-Puffer, zu 20% aus fetalem Kalbserum und zu 10% aus Hitze
inaktiviertem Ziegenserum bestand. Nach dem Waschvorgang mit PBS-Puffer
wurde mit Avidin und Biotin (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) geblockt,
indem die Schnitte zuerst fir 15 Minuten mit Avidin inkubiert, dann 2 Minuten mit
PBS-Puffer gewaschen, mit Biotin fur 15 Minuten inkubiert und schlieRlich wieder
mit PBS-Puffer fir 2 Minuten gewaschen wurden. Es wurde zusatzlich mit einer
2% Gelatine-Waschlésung (0,8g Gelatine in 100ml Aqua dest. auflésen und
kochen und 300 ml PBS dazugeben) ebenfalls fur 2 Minuten gewaschen. Dann
wurde der Primarantikorper, ein Anti-MausCD4 Antikorper (AbD Serotec, Oxford,
GroRbritannien) bzw. ein Ratten Anti-MausCD68 Antikérper mit einer
Endkonzentration von 1 mg/ml (Abcam, Cambridge, GroRbritannien) aufgetragen
und fur 60 Minuten inkubiert. Parallel wurde als Negativkontrolle Schnitte mit 1IgG2
Isotypkontrollen in identer Konzentration mitgefihrt. Anschlie®end wurden die
Schnitte 12 Minuten mit PBS-Puffer gewaschen und mit einem Biotin-konjugierten
Sekundarantikérper (AffiPure Donkey Anti Rat IgG, Jackson ImmunoResearch,
Inc., West Grove, PA, USA) fur 45 Minuten inkubiert. Danach wurde wieder 12
Minuten in PBS-Puffer gewaschen. Fur den nachsten Farbeschritt wurde ein ABC-
Komplex (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) vorbereitet, fur den
10ul Lésung A und 10ul Lésung B in 1000ul PBS pipettiert wurden. Beim ABC-
Komplex wird die starke Bindung zwischen Avidin und Biotin ausgenutzt. Avidin
besitzt vier Bindungsstellen fir das Biotin, von denen aber nur zwei besetzt
werden koénnen. Avidin und Biotin bilden zusammen groRRe dreidimensionale
Komplexe, die wiederum Uber die freien Bindungsstellen des Avidin nun an die
Biotin-Gruppen des Sekundarantikdrpers binden koénnen. So kdnnen pro
Primarantikérper viele Enzymmolekile pro Schnitt gebunden werden. Die

Objekttrager wurden 45 Minuten im ABC-Komplex inkubiert. AnschlielRend
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wurden die Schnitte wieder 12 Minuten in PBS-Puffer und danach fir 3 Minuten in
0,1M Acetat-Puffer (300 ml Na-Acetat 0,2M und 100 ml Essigsaurelésung in 400
ml Aqua dest) gewaschen. Auch flr den nachsten Schritt wurde wieder eine
Ldésung hergestellt, ein sogenanntes Chromogen aus 4 ml AEC (3-amino-9-
Ethylcarbazol (SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland))
Stocklésung (6Tabletten AEC in 30 ml n-dimethylformamid (EMPLURA®, Merck
Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Deutschland)), 80 ml 0,1M Acetat-Puffer und 50 pl
30% H,O, (EMSURE®, Merck KGmbH, Darmstadt, Deutschland). In dieser
Losung wurden die Schnitte 6-8 Minuten inkubiert und nach 4 Minuten
mikroskopisch auf den Farbegrad kontrolliert. Danach wurden die Schnitte 3
Minuten in Aqua dest. gewaschen und mit gefiltertem Gill's Nr. 3 Hamatoxilin
(SIGMA Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) gegengefarbt. Zum
Schluss kamen noch zwei Waschvorgange, erst 3x in Leitungswasser spulen, 2x
in Aqua dest. und dann erfolgte mit Aquatex® (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) die Eindeckung. Mikroskopisch sollten die CD4 bzw. CD68 positiven

Zellen eine Braunfarbung aufweisen, das umliegende Gewebe ist blau angefarbt.

FL ;

Abb.4 Immunhistochemische Farbung der Niere
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2.11 Auswertung der Immunhistochemischen Farbung

Nach dem Farbevorgang wurden die Schnitte unmittelbar flr eine genauere
Beurteilung im Aperio Scan Scope eingescannt. Dazu wurden jeweils funf
Objekttrager in der entsprechenden Halterung befestigt und ins Scan Scope
geschoben. Vor dem Scanvorgang erfolgte jeweils ein Weillabgleich. Der Scanlauf
selbst ist automatisiert und erfolgt mit einem 20er Objektiv in Linien von oben nach
unten Uber den gesamten Gewebeschnitt und schreibt die Farbung in Pixel um.
Die Dateien der eingescannten Farbungen ermdglichen eine computerunterstitze
prozentuelle Auswertung der angefarbten Areale. Zudem hat diese Art der
Datenaufbewahrung den Vorteil, dass die Farbungen nicht wie bei herkdmmliche

Schnitten mit der Zeit ausbleichen.

Abb.5 Computerunterstiitzte Auswertung der immunhistochemischen Farbung

2.12 Statistische Analysen

Alle Ergebnisse in diesen Experimentreihen wurden als Mittelwert + SEM
angegeben. Die Normalverteilung der Daten wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-
Test und dem Lilliefors- Test Uberpruft. Beide Gruppen wurden anhand des
Mann-Whitney U-Tests oder dem t-Test verglichen. Ein zweiseitiger Test mit
p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Alle statistischen Analysen
wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 15.0 fur Windows (SPSS, Chicago, IL,
USA) durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Hochphosphatdiat auf die Nierenverkalkung

Als erstes untersuchten wir den Einfluss einer phosphatreichen Kost auf die
Verkalkung der Niere. Eine Hochphosphatdiat induziert in 8 Wochen alten DBA/2
Mausen innerhalb von 9 Tagen eine auffallende Nierenverkalkung (Bild 6). Die
histopathologischen Evaluationen der Niere mittels von Kossa Farbung (Bild 6A),
Alizarin Rot (Bild 6B) und PAS Farbung (Bild 6C) zeigen eine radiale Anordnung
der ektopen Nierenverkalkungen, die der renalen tubularen Architektur folgt und

am starksten in der der Nierenrinde ausgepragt ist.
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Abb.6A Nephrokalzinose in DBA/2 Mausen unter Hochphosphatdidt (HPD) und
Standarddiit Kontrolle (SCD) — von Kossa Farbung

Alizarin Red

Abb.6B Nephrokalzinose in DBA/2 Méusen unter Hochphosphatdiét — Alizarin Rot
Féarbung
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PAS

Abb.6C Nephrokalzinose in DBA/2 Mausen unter Hochphosphatdiiat (HPD) und
Standarddiit Kontrolle (SCD)— PAS Farbung

Die immunhistologischen Farbungen fur CD68 positive Makrophagen und CD4

positive T Zellen zeigten eine erhebliche Infiltrationen beider Zelltypen ins
Nierenparenchym (Bild 6D und 6E).
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Abb.6E Nephrokalzinose DBA/2 Méuse — Infiltration mit CD4 positiven Zellen
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Die im Mikro-Computertomographen erzeugten Rontgenbilder der explantierten
Niere bestatigen unabhangig die Lokalisation und das Ausmal® der
Nierenverkalkung, die einer akuten Phosphatnephropathie entspricht (Bild 7A und
7B).

Abb.7A 3D Rekonstruktion einer p-CT-Auswertung von einer DBA/2 Maus mit
Nephrokalzinose unter Hochphosphatdiét

Abb.7B Parasagittaler Schnitt einer u-CT-Auswertung von einer DBA/2 Maus unter
Hochphosphatdidt mit Nephrokalzinose
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3.2 CD3 Depletion verschlechtert Nierenverkalkung

Um die Rolle der Entzindungszellen und insbesondere der T Zellen in der
Progression der Nierenverkalkung naher zu untersuchen, behandelten wir 10
weibliche DBA/2 Mause mit 10 pg Anti CD3 Antikorper an 5 aufeinander folgenden
Tagen. Als Kontrolle erhielten 10 weitere DBA/2 Mause in der Vergleichsgruppe
einen entsprechenden lIsotyp Antikorper. Nach dieser Vorbehandlung erhielten
beide Gruppen, die CD3 depletierten Tiere und die Isotyp Kontrollgruppe, eine
identische Hochphosphatdiat fur 9 Tage. So wurde eine mdgliche Auswirkung
durch die Zusammensetzung der Diat auf das Ausmaly der Nierenverkalkung
ausgeschlossen. Nach 9 Tagen wurden die Mause anasthesiert und durch
Genickbruch getdétet. Die Durchflusszytometrie der unmittelbar angefertigten
Einzelzellsuspension der Milz zeigte die Wirksamkeit und den Umfang der T Zell
Depletion (Bild 8A).
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Abb.8A Uberpriifung der T-Zell Depletion mittels Durchflusszytometrie; Isotyp vs. CD3
Depletion

Herzen und Nieren wurden enthommen und hinsichtlich einer ektopen Verkalkung
radiologisch und histopathologisch evaluiert. Die im Mikro-CT angefertigten Bilder
der explantierten Nieren erlaubten uns, den Schweregrad der Nierenverkalkung
durch die Messung der absoluten und relativen Menge des rontgendichten

Gewebes in den Organen zu quantifizieren (Bild 8B).
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Abb.8B Absolute und relative Menge der Nephrokalzinose in Abhédngigkeit von der T-
Zelldepletion im uCT; Isotyp (schwarzer Balken) vs. CD3 Depletion (weil3er Balken)

Interessanterweise zeigten die CD3 depletierten DBA/2 Mausen eine signifikante
Verschlechterung der akuten Phosphatnephropathie mit einem deutlich héheren
Prozentsatz von rontgendichtem Nierengewebe im Vergleich zur Isotyp
Kontrollgruppe (44,3+7,5% vs. 61,3t5,9%; p=0,022; Bild 8B). Semiquantitative
histopathologische Evaluationen mit einer Alizarin Rot Farbung bestatigen

unabhangig diese radiologischen Messungen (Bild 8C).
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Abb.8C Nephrokalzinose in Abhéngigkeit von der T-Zell Depletion in der Alizarin Rot
Féarbung
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Die chemischen Analysen der verkalkten Nieren mittels Massenspektrometrie
zeigten eine signifikant hohere renale Phosphatablagerung in den CD3
depletierten DBA/2 Mausen als in der Isotyp Kontrollgruppe der DBA/2 Mause
(66,7£5,9 vs. 49,745,4 ug/mg Trockengewicht; n=10 pro Gruppe; p=0,048),
wohingegen die renale Kalziummenge zwischen den beiden Gruppen statistisch
nicht unterschiedlich war (105,1£11,3 vs. 73,0£10,6 pg/mg Trockengewicht;
p=0,055). Insgesamt resultierte die systemische Depletion der T Zellen in einem

erhdéhten Schweregrad der akuten Phosphatnephropathie.

3.3 Tregs schutzen vor Nierenverkalkung

Als nachsten Schritt untersuchten wir, welche T Zell Subpopulationen an der
Progression der akuten Phosphatnephropathie beteiligt sein kdnnte und warfen
dabei wegen ihrer antiinflammatorischen Eigenschaften ein besonderes
Augenmerk auf die regulatorischen T Zellen (Tregs).

Dazu wurden15 weibliche DBA/2 Mause mit einer intraperitonealen Injektion mit
einem Treg depletierten Anti-CD25 Antikdrper behandelt. Daneben gab es wieder
eine Isotyp Kontrollgruppe mit weiteren 15 DBA/2 Mausen. Nach dieser
Vorbehandlung wurden beide Gruppen wieder fir 9 Tage auf eine
Hochphosphatdiat gesetzt. Die Mause wurden nach 9 Tagen anasthesiert und
durch eine zervikale Dislokation getotet. Um die Wirksamkeit und den Umfang der
Treg Depletion zu kontrollieren, wurde wiederum eine Durchflusszytometrie mit

einer Einzelzellsuspension von Milzzellen durchgefihrt (Bild 9A).
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Abb.9A Uberpriifung CD25 Depletion anhand Durchflusszytometrie, Isotyp (schwarzer
Balken) vs. CD25 Depletion (grauer Balken)
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Des Weiteren wurde Nieren- und Herzgewebe auf ektope Verkalkungen evaluiert.
Die Depletion der Tregs resultierte in einer hoheren prozentuellen Anteil der
Nierenverkalkung im Vergleich zur Isotyp Kontrollgruppe (47,314,6% vs.
59,943,2%; n=15 Mause pro Gruppe; p=0,039; Bild. 9B).
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Abb.9B Absolute und relative Menge der Nephrokalzinose in Abhéngigkeit von der Treg
Depletion; Isotyp (schwarzer Balken) vs. CD25 Depletion (grauer Balken)

Eine semiquantitative Auswertung mit einer Alizarin Rot Farbung bestatigte

unabhangig diese radiologische Messungen (Bild
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Abb.9C Nephrokalzinose in Abhingigkeit von der Treg Depletion in der Alizarin Rot
Féarbung
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Die chemischen Analysen der verkalkten Nieren mittels Massenspektrometrie
zeigten eine signifikant hohere Menge an Phosphat in den CD25 depletierten
DBA/2 Mausen im Vergleich zur Isotyp Kontrollgruppe (72,1t4,6 vs. 57,1£3,7
pMg/mg Trockengewicht; n=5 pro Gruppe; p=0,045), wohingegen die renale
Kalziummenge statistisch zwischen beiden Gruppen nicht unterschiedlich war
(128,4+11,4 vs. 94,5+8,8 pg/mg Trockengewicht; p=0,060). Die systemische
Depletion der Tregs ging einher mit einer signifikant niedrigeren mRNA Expression
von Foxp3 und Gata3 im Nierengewebe (Bild 9D) und mit einer signifikant hoheren
FGF23 Konzentration im Serum (Bild 9E).
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Abb.9D mRNA Expression in der Niere in Abhingigkeit von der Treg Depletion, Isotyp
(schwarzer Balken) vs. CD25 Depletion (grauer Balken)
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Abb.9E FGF23 Konzentration im Serum in Abhdngigkeit von der Trag Depletion, Isotyp
(schwarzer Balken) vs. CD25 Depletion (grauer Balken)
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Foxp3 ist der Hauptregulator der Entwicklung und Funktion der Tregs, wohingegen
Gata3 der Hauptregulator der TH2 Zell Differenzierung ist. Somit bestatigte die
niedrige renale mMRNA Expression von Foxp3 in den Treg depletierten Tieren den
Effekt und die Dauer der Treg Depletion, wahrend die niedrige Gata3 Expression
in den Treg depletierten Tieren einen Verschiebung von einer TH2- zu einer TH1-
lastigen Immunantwort anzeigte. Zudem fanden wir eine signifikante negative
Korrelation von Gata3 Expression mit der Nierenverkalkung in allen untersuchten
Versuchstieren unabhangig von der durchgefiuhrten Immunomodulation (r=-0,3;
p=0,037; n=49). Es gab keine signifikanten Unterschiede in den Serumparametern
wie Harnstoff, Parathormon, Kalzium oder Phosphat zwischen den Treg

depletierten DBA/2 Mausen und der Isotyp Kontrollgruppe (Tabelle 1).

Control CD3 depletion Control CD25 depletion

n=9 N=10 n=15 n=15
Harnstoff (mg/dL) 190424 199+14 n.s. | 265+31 292435 n.s.
Calcium (mmol/L) 1,6+0,1 1,5£0,1 n.s. | 2,940,2 3,3+0,3 n.s.
Phosphor (mmol/L) 5,4+0,5 4,4+0,4 n.s. | 6,3+0,6 6,7+0,8 n.s.
Cax P (mmol’ /L%  8,1%14 5,8+0,9 n.s. | 19,5+3,0 25,3%5,0 n.s.
Fgf23 (ng/L) 5141+806 5426+1017 n.s. | 6736+1068 12617+1545 0,005
Pth (ng/L) 563172 10151275 n.s. | 9844225 1059162 n.s.

Tabellel: Biochemische Serumparameter der DBA/2 Miuse auf Hochphosphatdiét

27



Um die morphologische Auswertung der Nierenverkalkung auch mit funktionellen
Messungen der Nierenfunktion bzw. der Nierenschadigung zu hinterlegen,
bestimmten wir als nachstes das neutrophile Gelatinase-assoziierte Lipocalin 2
(Lcn2) im Harn. Lcn2 ist ein sensitiver Marker der akuten Nierenschadigung.

DBA/2 Mause waren nach 9 Tagen Hochphosphatdiat anurisch. Aus diesem
Grund sammelten wir 3 Tage nach Beginn der Hochphosphatdiat Urin von den
Treg depletierten Mausen und den Isotyp Kontrollen und bestimmten daraus den
Lcn2/Kreatinin Quotienten. Interessanterweise fanden wir eine signifikant héhere
Lcn2/Kreatinin Quotienten bei den Treg depletierten DBA/2 Mausen im Vergleich
zur Isotyp Kontrollgruppe (9,03 + 3,05 pg/mg vs. 1,99 + 0,47 ug/mg; p=0,029), was
gut zu unserer morphologischen Auswertung der Nierenverkalkung mit micro-CT

und histopahtologischen Farbungen passte (Bild 9F).

. Isotyp

B  cD25 depl

Bild 9F Bestimmung neutrophiles Gelatinase assoziiertes Lipocalin 2(LCN2)/Kreatinin
Quotient in Urin der CD25 depletierten DBA/2 Méuse
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3.4 Einfluss von Hochphosphatdiat auf Herzverkalkung

Als nachstes untersuchten wir den kardiovaskularen Phanotyp und insbesondere
den Einfluss der Immunmodulation auf die Uberlebensrate von DBA/2 M&usen
unter phosphatreicher Kost. Daflr depletierten wir erneut selektiv die T Zellen
beziehungsweise die Tregs der DBA/2 Mause und setzten die Tiere auf eine
Hochphosphatdiat. Sowohl die T Zell Depletion als auch die Treg Depletion der
DBA/2 Mause flhrte in DBA/2 Mausen zu einer signifikant erhéhten Mortalitatsrate
im Vergleich zu der Isotyp Kontrollgruppe (p=0,004; Bild 10A).
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Abb.10A Uberlebenskurve von T-Zell depletierten (gestrichelte Line), Treg depletierten

(gepunktete Linie) und Isotyp Kontrollen (durchlaufende Linie) DBA/2 Maiusen unter
Hochphosphatdiit
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DBA/2 Mause entwickelten neben der akuten Phosphatnephropathie auch eine
dystrophe Herzverkalkung (Bild 10B und 10C).

Abb.10C Dystrophe Herzverkalkung unter Hochphosphatdidt in der PAS Farbung
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Um den Einfluss dieser Herzverkalkung auf die Erregungsubertragung im Herzen
zu untersuchen, fuhrten wir als nachstes eine kontinuierliche telemetrische
elektrokardiographische Messung durch. Mit diesen telemetrischen EKG
Aufzeichnungen von DBA/2 Mausen unter Hochphosphatdiat konnten wir zeigen,
dass die dystrophe Herzverkalkung mit negativen chronotropen und negativen

dromotropen Effekten assoziiert ist (Bild 10D).
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Abb.10D: Telemetrische EKG Aufzeichnung in DBA/2 Méusen unter Hochphosphatdiit

Die kontinuierlichen EKG Aufzeichnungen zeigten initial einen normalen
Sinusrhythmus. Mit zunehmender Dauer der phosphatreichen Kost kam es zu eine
sukzessiven Abnahme der Herzfrequenz, einer allmahlichen Verlangerung der
atrioventrikularen Uberleitung und letztendlich hohergradigen atrioventrikularen
Blockbildern. Die explantierten Herzen wurden mittels uCT analysiert und der
Schweregrad der Herzverkalkung in 3D Rekonstruktionen quantifiziert. Im
Unterschied zur Nierenverkalkung wurde die Herzverkalkung in den CD3
depletierten und CD25 depletierten DBA/2 Mausen nicht signifikant verandert (Bild
10E und 10F).
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Abb.10E Absolute und relative Menge der dystrophen Herzverkalkung in Abhéngigkeit
von der T Zell Depletion, Isotyp (schwarzer Balken) vs. CD3 Depletion (weiller Balken)
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Abb.10F Absolute und relative Menge der dystrophen Herzverkalkung in Abhédngigkeit
von der Treg Depletion; Isotyp (schwarzer Balken) vs. CD25 Depletion (grauer Balken)
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3.6 Einfluss von Hochphosphatdiat auf die Mediaverkalkung

Zu guter letzt untersuchten wir auch den Einfluss von Hochphosphatdiat auf die
Mediaverkalkung in unserem Tiermodell. Wahrend DBA/2 Mause unter
Standarddiat innerhalb unseres Beobachtungszeitraums keine Mediaverkalkung
der Aorta entwickelten, fand sich insbesondere in der abdominellen Aorta unter
Hochphosphatdiat sowohl in histopathologischen Farbungen wie auch in
massenspektrometrischen Analysen ein signifikant hdheres Ausmal der ektopen
Verkalkung (Bild 11 A und 11B).
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Abb.11A Massenspektrometrische Messung der Gewebskonzentration von Kalzium (Ca),
Phosphor (P) und Magnesium (Mg) in der abdominellen Aorta von DBA/2 Méusen unter
Hochphosphatdidt (HPD), Standarddiédt (SCD) und alten Kontrollen (old).
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Abb.11B Mediaverkalkung der abdominellen Aorta in der Alizarin Rot Farbung
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Diskussion

Ahnlich wie bei den anderen Kristallopathien wurde die akute
Phosphatnephropathie friher als passive Ablagerung durch Ubersattigte lonen
Produkte angesehen, wo Entzindungen nur ein unwesentliches Begleitphanomen
ist. Unsere Daten weisen hingegen darauf hin, dass der Verlauf der akuten
Phosphatnephropathie aktiv durch entzundliche Reperaturmechanismen moduliert
werden, die zu Gewebeumbau, aberranter Kalziumablagerung und letztendlich
zum Verlust von funktionsfahigem Nierenparenchym fuhren. Die vorliegenden
Ergebnisse sind auch konform zu den Daten von Mulay et al., die zeigten, dass
akute Oxalatnephropathie therapeutisch durch IlI-1 Antagonisten vermindert wird.
(85) Somit ist die Nephrokalzinose nicht nur eine passive Prazipitation durch
Ubersattigte lonenprodukte, sondern ein aktiv modulierter Prozess mit
Gewebeumbau, bei dem die Entzindung nicht nur ein Begleitphdnomen ist.
Aktuell richtet sich die Behandlung der Nephrokalzinose nach der
zugrundeliegenden Ursache. Immunmodulation konnte diesen therapeutischen
Ansatz einfach erganzen und die schadliche Nierenentzindung, den
Gewebeumbau, den Verlust des funktionsfahigen Nierenparenchyms und die
chronische Nierenerkrankung zurtickhalten.

Naive CD4 positive T-Zellen kénnen in eine der vielen Phanotypen der
verschiedenen T-Helferzellen (TH) differenzieren, wie z.B. zu TH1, TH2 oder zu
Tregs. Jeder dieser Zelllinien hat gezeigt, dass sie Uuber verschiedene
Transkriptionsmarker reguliert werden, unterschiedliche Zytokine bilden und in den
unterschiedlichen pathologischen Prozessen schadliche und protektive Rollen
spielen. (86) Bei uns spielen die T-Zellen und besonders die regulatorischen T-
Zellen (Tregs) eine zentrale Rolle in der Kontrolle der Entziindungsreaktion in der
Niere wahrend der akuten Phospatnephropathie und damit in der Entstehung der
Nephrokalzinose.

In den Treg depletierten Tieren kam es zu einer Verschiebung der TH2 zu TH1
Antwort, die sich in einer signifikanten Abnahme der renalen mRNA Expression
des Hauptregulators der TH2 Differenzierung GATA3 widerspiegelt. Darlber
hinaus fanden wir eine signifikant umgekehrte Korrelation der GATA3
Transkriptionslevel mit dem Grad der Nierenverkalkung, die weiter unsere
Hypothese bestatigt, dass die TH2 Zelllinie eine Rolle beim Schutz vor abnormer

Verkalkung spielt. Die Treg Depletion fuhrte nicht nur zu einer erhohten
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Nierenverkalkung, wie uns im Mikro CT per Kalziumwert angezeigt wurde,
sondern zu einem erhohten FGF23 Serumwert. Die erhohten FGF23
Serumkonzentrationen widerspiegeln hdchstwahrscheinlich den Grad der
Nierenschadigung in den Treg depletierten Mausen.

Der beschleunigte Verlauf der akuten Phosphatnephropathie unter der Treg
Depletion war mit einer signifikant erhdhten Mortalitatsrate assoziiert. Somit
bestatigen die aktuellen Daten friihere Studien, die gezeigt haben, dass erhdhte
FGF23 Serumwerte mit einem erhohten Risiko fur eine terminale
Niereninsuffizienz und fur das Sterben chronisch kranker Nierenpatienten
assoziiert ist. (87, 88) Bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung gab es
auch einen Zusammenhang von FGF23 mit linksventrikularer Dysfunktion (89, 90),
vaskularer Dysfunktion (91) und hdherer Entzindungsmarker. (92) In unserem
Tiermodell ergab die kontinuierliche telemetrische EKG Aufzeichnung der DBA/2
Mause, die an Nephrokalzinose und dystropher kardialer Verkalkung erkrankt
sind, eine negative Chrono- und Dromotropie, die letztlich zum Herzstillstand und
somit zum Tod gefuhrt haben. Allerdings erlaubt der vorliegende Versuchsansatz
keine direkten Ruckschlisse, ob der erhdohte FGF23 Serumspiegel diese
elektrophysiologischen Effekte direkt vermittelt.

Die unterschiedliche Regulation abnormaler Verkalkung in Herz und Niere erklart
sich nicht aus der vorliegenden Versuchanordnung und zeigt, dass der komplexe
pathologische Prozess der ektopen Verkalkung offensichtlich in unterschiedlichen
Organen unterschiedlich reguliert ist (93-95). Somit kdnnen die vorliegenden
Daten unseres Mausstammes nicht einfach generalisiert und auf andere
Mausestamme Ubertragen werden.

In der vorliegenden Diplomarbeit konnte somit bestatigt werden, dass der
Gewebeumbau in der Nephrokalzinose durch eine Entziindungsreaktion begleitet
wird (85, 96) und dass der Grad der ektopen Kalziumablagerung von dieser
entzundlichen Reaktion moduliert wird. Daruber hinaus deuten unsere Daten
darauf hin, dass die T-Zellen und insbesondere die regulatorischen T-Zellen bei
der Progression der Nephrokalzinose eine zentrale Rolle spielen, und
unterstreichen die Tatsache, dass die lokale Entziindungsreaktion die ektope
Verkalkung verschlechtert. Auch zeigen unsere praliminaren Daten zur arteriellen
Mediverkalkung, dass diese ahnlich wie die Nephrokalzinose und die dystrophe

Herzverkalkung durch phosphatreiche Diat getriggert wird. Es bedarf weiterer
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experimenteller Untersuchungen um zu klaren, inwieweit eine Immunmodulation

auch die Progression der arteriellen Mediaverkalkung beeinflusst.
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