Aus der

Medizinischen Universitatsklinik und Poliklinik Tubingen
Abteilung Innere Medizin IV
(Schwerpunkt: Diabetologie, Endokrinologie und Nephrologie)

Sektion Nieren- und Hochdruckerkrankungen

Renale Effekte des Serinprotease-Inhibitors Aprotinin
bei gesunden Mausen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von

Worner, Stefan

2023



Dekan:

1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:
3. Berichterstatter:

Tag der Disputation:

Professor Dr. B. Pichler
Professor Dr. F. Artunc

Professorin Dr. S. Beer-Hammer
Professor Dr. M. Bleich

14.11.2023



Fiir meine Eltern



Inhaltsverzeichnis

1. BINIEIUNG ... 1
S T Y o o 1111 o PR 1
1.1.1  Pharmakologische Eigenschaften von Aprotinin...............cccccoeenie 1
1.1.2 Klinische Anwendung und Stellenwert von Aprotinin..................... 4
1.1.3 Sicherheitsbedenken von Aprotinin.............ccceeeeiiiiiiicccccee e 5

1.2 Aprotinin und Interaktion mit dem epithelialen Natriumkanal (ENaC).... 6

1.2.1 Regulation des ENaC...........ooooiiiiiiiieeeeeeeeee e 8
1.2.2 Das nephrotische Syndrom...........ccccuviiiiiiiiiiiiii e 10
1.2.3 Aprotinin und experimentelles nephrotisches Syndrom. ................ 12
1.3 Fragestellung der Dissertation..............cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 14
2. Material und MethOden ..........oeiiiiiiiiiiiii e 15
2.1 MaAErial ... 15
2.2 MENOTEBN ... . 19
2.21 Tiermodell und Tierhaltung ...........ccccoooiiiiiiiiieeee 19
2.2.2  Versuchsdurchflhrung ..........cccceee e 19
2.2.3 Versuchsablauf ... 23
2.2.4  Laborparameter....... ... uiiiiiaee e 27
2.2.5 Gewebeanalysen der Nieren........cccocooiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 39
2.2.6 Statistische AUSWEItUNG...........eueiiiiiiiiiiiiiii e 40
3. ErgebniSSe ... 41
3.1 Versuch 1: Renale Effekte von Aprotinin unter dem Stressmodell
Niedrigsalzdiat ... 41
3.1.1  Allgemeine Daten zum Versuchsablauf...................cccooiiiiiiinnnn. 41
3.1.2  Urin-Proteaseaktivitat und ENaC bedingter Natriumtransport ...... 44
3.1.3 Natriumhaushalt und Glomerulare Filtrationsrate (GFR) .............. 48
3.1.4  Proximaler Tubulus - Funktionsmarker ...............cccccoiiiiiiiiiinnnenn. 54



4.

® N o o

3.1.5  Nierenhistologie .........ccccuiiiiiiiiiie e

3.2 Versuch 2: Renale Effekte von Aprotinin unter dem Stressmodell

Triamteren-Therapie ............eoiiiiee e

3.2.1  Allgemeine Daten zum Versuchsablauf..................cccooiiiiiiinnne
3.2.2 Natriumhaushalt und Glomerulare Filtrationsrate ...............c.........
3.2.3 Proximaler Tubulus - Funktionsmarker ..............ccccccoiiiiiiiiiiiieenn.
3.3 Versuch 3: Dosisabhangigkeit von Aprotinin ............ccccceeveviiiiniinnnnnn.
3.3.1 Glomerulare Filtrationsrate und proximaler Tubulus......................
3.3.2  Nierenhistologie .........cccouuuiiiiiiiii e
3.4 Versuch 4: Langzeiteffekte von Aprotinin ............cccccvviiiiiin,
3.4.1  Nierenhistologie .........cccouuiiiiiiiiie e
DISKUSSION ... e e

4.1 Effekte von Aprotinin auf den ENaC und den Salzhaushalt unter
Niedrigsalzdiat ...

4.2 Effekte von Aprotinin auf den ENaC und den Salzhaushalt unter

Triamteren-Therapie ............ oo

4.3 Effekte von Aprotinin auf den proximalen Tubulus und die GFR.........
4.4 Dosisabhangigkeit und Langzeiteffekte von Aprotinin.............ccccceee.e.
4.5 Effekte von Aprotinin bei gesunden und nephrotischen Mausen.........
4.6 MetNOUEN ...coiiiiieiiee e
O A U T o o U
ZUSAMMENTASSUNG....ceiiiiiiiiiiiie it e e
LiteraturverzeiChnis ..............eeeiiiiiiii e
Erklarung zum Eigenanteil der Dissertationsschrift..............cccccocccci.
VeroffentlichUNgen ...



Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Aprotinin: Fibrinolyse und Koagulationskaskade, modifiziert (mod.)

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

® N o

11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22:
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:

=T o 1220 ] S 2
Schematischer Aufbau des ENaC. ... 7
Proteolytische Aktivierung des ENaC, mod. nach [99].......................... 9
Nephrotisches Syndrom, Odementstehung, mod. nach [110]............. 11
Hemmung der proteolytischen ENaC-Aktivierung durch Aprotinin
beim nephrotischen Syndrom, mod. nach [118]. ..........oooiinnnn. 13
Metabolischer Kafig. ........ooooiiiiiii e 20
Aprotinin- und Placebopelletimplantation. ..............cccccoiiiiiiiiinn 22
Versuch 1: Stressmodell Niedrigsalzdiat, publiziert in [35].................. 24
Versuch 1.1: Amilorid-sensitive Natriurese, publiziert in [35]. ............. 25
: Versuch 2: Stressmodell Triamteren-Therapie..........ccccccceeeiieeennnnen. 26
Versuch 3: Dosisabhangigkeit von Aprotinin, publiziert in [35]........... 26
Versuch 4: Langzeiteffekte von Aprotinin. ..., 27
Test-Prinzip P-CHECK®, entnommen aus [143]..........cooviiiiiiiinnnnnn. 34
Korpergewicht nach Pelletimplantation, publiziert in [35]. .................. 41
Taglich erhobene Daten, publiziert in [35]. ... 43
Aprotininkonzentration im Urin, publiziert in [35]. .........cccceeiiiiiennn. 44
Proteaseaktivitat im Urin, publiziert in [35]. ... 45
Amiloridkonzentration im Urin, publiziert in [35]. .....covviiiiiiiiie 46
Natriurese und Amilorid-sensitive Natriurese, publiziert in [35]. ......... 47
Elektrolyte im Urin, publiziert in [35]. ..ccooeeieiiee e 48
Plasma-Cystatin C und Plasma-Harnstoff, publiziert in [35]............... 49
Plasma-Aldosteron, publiziert in [35]. .......ooooeeiiiii e 50
Immunhistochemie y-ENaC und y-ENaC Score, publiziert in [35]...... 52
Western Blot und Densitometrie: y-ENaC, publiziert in [35]. .............. 53
Proximaler Tubulus - Funktionsmarker, publiziert in [35]. .................. 54
PAS-Farbung, TSI und GSI Score, publiziert in [35]. .....ccccevvvveeeeee.n. 56
KIM-1, publiziert in [35].....cccoiiieeee e 58
Akkumulation Aprotinin, Immunhistochemie, publiziert in [35]. .......... 59

Akkumulation Aprotinin, Elektronenmikroskopie, publiziert in [35]. .... 60



Abb. 30: Aprotinin und Triamteren: Korpergewicht. ..., 61
Abb. 31: Aprotinin und Triamteren: Taglich erhobene Daten................coeeeeeee. 63
Abb. 32: Aprotinin und Triamteren: Natriurese, Cystatin C, Aldosteron............ 64
Abb. 33: Aprotinin und Triamteren: Proximaler Tubulus - Funktionsmarker. .... 65
Abb. 34: Dosisabhangigkeit Aprotinin: Aprotinin im Urin, publiziert in [35]. ...... 67
Abb. 35: Dosisabhangigkeit Aprotinin: Cystatin C, publiziert in [35]. ................ 68
Abb. 36: Dosisabhangigkeit Aprotinin: Korrelationen, publiziert in [35]. ........... 69
Abb. 37: Dosisabhangigkeit Aprotinin: PAS-Farbung, TSI und GSI Score,

PUDLIZIErt iN [35]. .. 70
Abb. 38: Dosisabhangigkeit Aprotinin: KIM-1, publiziert in [35]. .........cccccceeenee. 71
Abb. 39: Dosisabhangigkeit Aprotinin: Akkumulation, publiziert in [35]. ........... 72
Abb. 40: Langzeiteffekte Aprotinin: PAS-Farbung, TSI und GSI Score,

PUBLIZIErt iN [35]. .. 73
Abb. 41: Langzeiteffekte Aprotinin: KIM-1, publiziert in [35]. ..........cvviiiinnnnnnn. 74
Abb. 42: Langzeiteffekte Aprotinin: Akkumulation, publiziert in [35]. ................ 75
Tabellenverzeichnis
Tabelle 1: AbKUrzungsVerzeiChNis. .........ooooiiiiiiiiiiii e Vv
Tabelle 2: Material - Gerate und Computerprogramme. ...........cccoeeeeeeveeeeeeeennes 15
Tabelle 3: Material - Verbrauchsmaterial. ..., 16
Tabelle 4: Material - Kits und Reagenzien. ..., 17
Tabelle 5: Material - Eingesetzte Medikamente. .............ccccoiiiiiiii, 18
Tabelle 6: Material - Eingesetzte Produkte fur die Tierhaltung. ....................... 18
Tabelle 7: Zusammensetzung Diaten, mod. entnommen aus [123, 124]. ........ 21
Tabelle 8: Blutgasanalyse. .............eeeiiiiiiiiiiiiiiii e 51



Tabelle 1: Abkiirzungsverzeichnis.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Aprotinin

Aprotinin ist ein 58 Aminosauren langes Polypeptid, das erstmals in den 1930er
Jahren von Kraut et al. [1] und Kunitz et al. [2] in Lymphknoten, Ohr- und Bauch-
speicheldrisen von Rindern nachgewiesen wurde [3]. Als unspezifischer Inhibitor
von einer Vielzahl von Serinproteasen wurde Aprotinin klinisch vor allem als
Antifibrinolytikum zur Reduktion des Blutverlusts in der Herzchirurgie und in
weiteren chirurgischen Disziplinen eingesetzt [4-6]. Wegen einer erhdhten Sterb-
lichkeitsrate und einer erhohten Inzidenz an akuten Nierenschadigungen wurde
Aprotinin 2007 vom Markt genommen. Im Jahr 2012 wurde Aprotinin fur
Patienten mit hohem Blutungsrisiko bei einer isolierten herzchirurgischen
Bypass-Operation unter Verwendung einer extrakorporalen Zirkulation in Europa
und Kanada wieder zugelassen [7-9]. Die Mechanismen, die zu den renalen
Nebenwirkungen unter Aprotinin fuhren, konnten bisher nicht eindeutig geklart
werden [10, 11].

1.1.1  Pharmakologische Eigenschaften von Aprotinin
1.1.1.1 Pharmakodynamische Eigenschaften

Aprotinin inhibiert unspezifisch Serinproteasen wie beispielsweise Plasmin,
Plasma- und Gewebe-Kallikrein, Faktor XII, Trypsin, Chymotrypsin und Elastase
[4, 7, 12]. Die Serinproteasen werden durch die Bildung reversibler Komplexe mit
Aprotinin abhangig von der Dosis und der jeweiligen enzymatischen Affinitat
gehemmt [3, 13]. Aufgrund der breiten Wirksamkeit I6st Aprotinin multiple Effekte
sowohl im Tiermodell als auch im Menschen aus. Neben den antifibrinolytischen
Eigenschaften vermittelt Aprotinin antiinflammatorische [14], thrombozytenpro-
tektive [15], antioxidative [7] und teilweise auch neuroprotektive [16, 17]
Prozesse. Diese Eigenschaften sind gerade bei der Anwendung einer Herz-
Lungen-Maschine vorteilhaft, da eine extrakorporale Zirkulation mit einer Freiset-
zung von proteolytischen Enzymen und mit einer Dysbalance im Koagulations-
system und in der systemischen Entzindungsantwort einhergeht [14, 15, 18, 19].
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Die Reduktion des Blutverlusts durch Aprotinin resultiert vor allem aus der
direkten Inhibition von Plasmin, wodurch die Fibrinolyse unmittelbar gehemmt
wird. AuRerdem wird bei der Volldosisanwendung von Aprotinin zusatzlich
Plasma-Kallikrein inhibiert, das bei der extrakorporalen Zirkulation beim Kontakt
mit den negativ geladenen Oberflachen entsteht. Auf diese Weise wird sowohl
der intrinsische Weg der Koagulationskaskade als auch die Fibrinolyse beein-
flusst und pathophysiologische Veranderungen in beiden Systemen reduziert [4,
5,7, 19, 20]. Die anderen etablierten Antifibrinolytika Tranexamsaure (TXA) und
E€-Aminocapronsaure (EACA) blockieren als Lysinanaloga bereits die Bildung von
Plasmin, indem sie die Lysinbindungsstellen von Plasminogen besetzen und die
Bindung an Fibrin verhindern (siehe Abbildung (Abb.) 1) [4, 13, 20, 21].

©) o
I ' Kallikrein ‘
Tranexamsaure
g-Aminocapronsaure \e / \.
‘ Plasminogen

©
—24) o

l ‘,
—

Abb. 1: Aprotinin: Fibrinolyse und Koagulationskaskade, modifiziert (mod.) nach [20].

Schematische Darstellung der inhibitorischen Effekte (dunkelrote Rechtecke mit Minus-Symbol)
von Aprotinin auf Plasmin und Kallikrein (orange) und dementsprechend indirekt auf die Fibrinolyse
und die Initiierung des intrinsischen Weges der Koagulationskaskade (hellgriin). Die Antifibrinoly-
tika Tranexamsaure und E-Aminocapronsdure (grau) besetzen Lysinbindungsstellen von
Plasminogen und hemmen auf diesem Weg die Fibrinolyse.

1.1.1.2 Pharmakokinetische Eigenschaften

Aprotinin muss als Polypeptid wegen der gastralen Inaktivierung parenteral
verabreicht werden [22]. Nach der intravendsen Applikation fallt die Aprotininkon-
zentration im Plasma biphasisch ab. Unmittelbar nach der Gabe erfolgt eine
rasche Distribution von Aprotinin im Extrazellularraum. Die weitere Abnahme der

Plasma-Aprotininkonzentration ist durch die fast ausschlielliche renale
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Metabolisierung bedingt. Nach wenigen Stunden beginnt die terminale
Eliminationsphase mit einer Halbwertszeit von 5-10 Stunden [3, 9, 19, 23].

Das kleine, 6512 Dalton schwere, positiv geladene Polypeptid Aprotinin wird frei
durch die glomerulare Basalmembran filtriert [10, 11]. Anschlielend wird
Aprotinin zum Grofteil im S1 Segment des proximalen Tubulus nach der Bindung
an die im tubularen Burstensaum gelegenen Megalin/Cubulin-Rezeptoren [24]
endozytiert [10, 11, 25]. Die daraus entstandenen Endosomen gelangen ins
Zytoplasma und werden von Lysosomen phagozytiert. Ein kleinerer Anteil des
Aprotinins gelangt in distale tubulare Bereiche und wird in kortikal gelegenen
Zellen des Verbindungsstucks und in Sammelrohrzellen metabolisiert. Bestand-
teile von Aprotinin sind 24 Stunden bis hin zu einigen Tagen nach der Anwendung
intrazellular nachweisbar [10, 11, 19]. Bei Patienten! mit einer intakten Nieren-
funktion werden 48 Stunden nach einer einmaligen intravendsen Applikation
etwa 25-40% des Aprotinins als Metabolite im Urin detektiert. Der Anteil des
unverandert ausgeschiedenen Aprotinins betragt 1,1-8,7% und kann dosisab-
hangig gesteigert werden [9, 19, 23, 26].

Proximaler Tubulus

Der proximale Tubulus spielt als Lokalisation von multiplen Transportmechanis-
men nicht nur beim Metabolismus von Aprotinin eine wichtige Rolle. Der bei der
glomerularen Filtration gebildete Primarharn enthalt fir den Organismus essen-
zielle Bestandteile, wie beispielsweise Wasser, Elektrolyte und eine Vielzahl von
organischen Stoffen. Im proximalen Tubulus existieren unterschiedliche trans-
und parazellulare Transportmechanismen, die eine tubulare Ruckresorption der
Bestandteile ermoglichen [27]. Die Voraussetzung fur viele tubulare Transport-
prozesse stellt der nach intrazellular gerichtete elektrochemische Gradient fur
Natrium dar, der durch die basal verortete Natrium-/Kalium-Pumpe und die
Hydrolyse des energiereichen Mononukleotids Adenosintriphosphat (ATP)
aufrechterhalten wird [27, 28]. Verschiedene sekundar-aktive Transportpro-

zesse, wie die Resorption von Glukose durch die Natrium-Glukose-Kotransporter

1 Die in der Arbeit gewahlte mannliche Form bezieht sich zugleich auf mannliche, weibliche und
diverse Personen. Auf Mehrfachbezeichnungen wird wegen der besseren Lesbarkeit verzichtet.
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1/2 (SGLT 1/2) [29] oder von Phosphat durch den Natrium-Phosphat-
Kotransporter (NaPi lla) [30] sind an die tubulare Natriumresorption gekoppelt
[27, 31]. Polypeptide bzw. Proteine wie zum Beispiel Albumin, Cystatin C [32]
und Aprotinin  werden hingegen durch spezielle tubular gelegene
Megalin/Cubulin-Rezeptoren gebunden, proximal tubular endozytiert und
lysosomal abgebaut [24, 33-35]. Proximale tubulare Schaden gehen aufgrund
der Auswirkungen auf die Transportprozesse mit einer erhohten renalen Aus-
scheidung der genannten Stoffe einher und werden diagnostisch bestimmt [35].

1.1.2 Klinische Anwendung und Stellenwert von Aprotinin

Seit den 1950er Jahren wurde Aprotinin bei klinischen Zustanden, die mit einer
Freisetzung von Serinproteasen und dadurch mit einer Hyperfibrinolyse einher-
gehen (Pankreatitis, gynakologische Erkrankungen, Schockzustéande, urologi-
sche Eingriffe, etc.) eingesetzt [10, 19, 36]. Nachdem Royston et al. [37] im Jahr
1987 eine deutliche Reduktion des Blutverlusts durch Aprotinin feststellten,
wurde Aprotinin vielfach bei herzchirurgischen Operationen angewendet und fur
die koronare Bypasschirurgie zugelassen [6, 38]. Aprotinin wurde zudem ,off-
label” in weiteren chirurgischen Fachgebieten, wie beispielsweise in der Ortho-
padie [39], der hepatobiliaren [40] und der padiatrischen Chirurgie [41] zur Ver-
meidung von Blutungskomplikationen eingesetzt [6, 19, 42]. Nach einem voruber-
gehenden Zulassungsstopp (siehe 1.1.3) ist die systemische Gabe von Aprotinin
in Kanada und Europa fur folgende Indikation wieder zugelassen [8]:

LSAprotinin wird prophylaktisch zur Verringerung von Blutverlust und Bluttransfu-
sionen eingesetzt bei erwachsenen Patienten mit hohem Blutungsrisiko im
Verlauf einer isolierten Bypass-Operation mit extrakorporaler Zirkulation® [9].

In den Leitlinien der europaischen Gesellschaft fir Herz- und Thoraxchirurgie und
der Kardioanasthesie wird grundsatzlich die Anwendung von Aprotinin zur
Reduktion des Blutverlusts bei herzchirurgischen Eingriffen empfohlen (IA
Empfehlung) [43]. Im Gegensatz dazu wurde in den Leitlinien der amerikanischen
Gesellschaft fur Herzchirurgie und Kardioanasthesie die |IA Empfehlung fur
Aprotinin [44] aufgrund der Sicherheitsbedenken auf eine IlIA Empfehlung [45]
abgestuft, sodass hier vom routinemafligen Einsatz von Aprotinin abgeraten wird
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[4, 38]. Aprotinin ist das am besten untersuchte Antifibrinolytikum [44, 46, 47].
Unzahlige Untersuchungen zeigen, dass die Gabe von Aprotinin mit einer deutli-
chen Reduktion des Blutverlusts, der Anzahl von Transfusionen und mit einem
geringeren Risiko fur erneute Operationen wegen Blutungskomplikationen
einhergeht [5, 8, 16, 48]. Zudem scheint die antifibrinolytische Wirkung von
Aprotinin im Vergleich zu TXA und EACA deutlicher zu sein [5, 7, 44, 49].

1.1.3 Sicherheitsbedenken von Aprotinin

Nach jahrelanger Anwendung wurden Mitte der 2000er Jahre auf der Grundlage
von hochrangig publizierten Beobachtungsstudien [25, 50-54] Sicherheitsbeden-
ken gegenuber der Applikation von Aprotinin geaulert [6, 8]. Verglichen mit TXA
bzw. EACA wurde neben einer erhohten Mortalitat [50, 52-54] von einer signifi-
kant erhohten Inzidenz an akuten Nierenschadigungen [25, 51, 52, 54] unter
Aprotinin berichtet. Nachdem die randomisierte, kontrollierte Blood conservation
using Antifibrinolytics in a Randomized Trial-Studie (BART-Studie) wegen einer
erhohten Mortalitat unter Aprotinin im Vergleich zu TXA und EACA fruhzeitig
abgebrochen wurde [55], wurde Aprotinin Ende des Jahres 2007 in den USA und
im Jahr 2008 in Kanada und Europa vom Markt genommen [4, 42].

Die BART-Studie [55] geriet wegen methodischer Mangel in die Kritik [4, 38, 56,
57]. Das Gesundheitsministerium von Kanada (Health Canada) und die Europa-
ische Arzneimittelbehorde (EMA) kamen bei Untersuchungen zu dem
Entschluss, dass die Vorteile von Aprotinin die moglichen Risiken in der zugelas-
senen Indikation Uberwiegen [8, 58]. Infolgedessen wurde Aprotinin in Kanada
und Europa im Jahre 2011 bzw. 2012 unter strengen Auflagen wieder zugelassen
[58-60]. Der jeweilige Rechteinhaber von Aprotinin ist seitdem zum Fuhren eines
Registers zur frihzeitigen Detektion von Sicherheitsrisiken verpflichtet [7, 56].
Seit dem Jahr 2016 wird dieses Register (Nordic Aprotinin Patient Registry-
NAPaR) von der Firma Nordic gefuhrt [61].

Renale Sicherheitsbedenken

Aufgrund der fast vollstandigen renalen Metabolisierung von Aprotinin konnten
negative renale Effekte nie ausgeschlossen werden [62]. Seit der Anwendung
von Aprotinin in der Herzchirurgie gab es eine Vielzahl an Studien, die den
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Einfluss von Aprotinin auf die Nierenfunktion untersuchten [11]. Insbesondere
Mitte der 2000er Jahre berichteten Studien von einer erhdhten Inzidenz an
akuten Nierenschadigungen unter Aprotinin. Diese reichten von signifikanten
Erhéhungen der Kreatininkonzentrationen im Plasma [49, 51, 52, 54, 63] bis hin
zu einer erhohten Inzidenz an dialysepflichtigen Nierenschadigungen [25, 64]. Im
Gegensatz dazu zeigten weitere Studien wiederum keine negativen renalen
Effekte bei der Anwendung von Aprotinin [16, 47, 65]. Dabei war die Vergleich-
barkeit der Studien sowohl durch verschiedenste damalige Definitionen fur
Nierenschadigungen bzw. Kriterien fur Dialyseindikationen [11, 66] als auch
durch unterschiedlich berucksichtigte perioperative Risiken erschwert [11, 67,
68]. Nichtsdestotrotz wird derzeit ein signifikant erhohtes Risiko fur einen voruber-
gehenden postoperativen Anstieg der Plasma-Kreatininkonzentration um
mindestens 0,5 mg/dl bei der Anwendung von Aprotinin in der zugelassenen
Indikation angenommen. Dabei geht man aktuell von keinem erhohten Risiko fur
dialysepflichtige Verlaufe aus [8, 9, 11, 56].

1.2  Aprotinin und Interaktion mit dem epithelialen
Natriumkanal (ENaC)

Der ENaC ist ein konstitutiv aktiver lonenkanal, der die Natriumresorption an der
Membran von Epithelzellen vermittelt und malRgeblich an der Regulation des
Elektrolyt- und Wasserhaushalts beteiligt ist [69, 70]. Neben dem renalen distalen
Tubulus ist der ENaC im Colon, in den Atemwegen, in Endothelzellen, in
Schweil3- und Speicheldrisen, in Geschmackssinneszellen, im Innenohr und teil-
weise im zentralen Nervensystem lokalisiert [71, 72]. In den Nieren befindet sich
der ENaC zusammen mit Kaliumkanalen (Renal Outer Medullary Potassium
Channel - ROMK Kanal) [27] an der tubularen Seite der Hauptzellen im soge-
nannten Aldosteron-sensitiven distalen Nephron (ASDN), das sich aus dem spat-
distalen Konvolut (DCT2), dem Verbindungstubulus (CNT) und dem Sammelrohr
(CD) zusammensetzt [70, 73, 74]. Der elektrochemische Gradient fur die tubulare
Natriumresorption und somit auch fur die gekoppelte Kaliumsekretion wird durch
die basolateral gelegene Natrium-Kalium-ATPase aufrechterhalten [75]. Obwohl
der ENaC nur mit weniger als 5 % an der tubularen Natriumresorption beteiligt
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ist, nimmt dieser eine Schlusselrolle in der Feinabstimmung der finalen Natri-
umexkretion ein [76, 77]. Seine entscheidende Rolle wird durch hereditare
aktivierende bzw. deaktivierende Mutationen des ENaC mit schweren pathophy-
siologischen Auswirkungen auf den Elektrolyt- und Wasserhaushalt, auf die Blut-
druckregulation und auf den Saure-Basen-Haushalt deutlich [70, 74, 78].

extrazellular

intrazellular

Abb. 2: Schematischer Aufbau des ENaC.

Der renale ENaC besteht aus drei Untereinheiten (q, B, y), die jeweils zwei Transmembrandomanen
aufweisen, Uber die sie in der Zellmembran (grau) verankert sind. Intrazellular befinden sich die
jeweiligen Amino (NHz)- und Carboxylenden (COOH), extrazellular befindet sich jeweils eine grofl3e
Extrazellulardomane.

Der ENaC besteht aus je einer a-, B- und y-Untereinheit, die jeweils von verschie-
denen Genen kodiert werden [79, 80]. Jede Untereinheit besteht aus zwei in der
Plasmamembran verankerten Transmembrandomanen, deren kurze Amino- und
Carboxylenden intrazellular gelegen sind. Auf der extrazellularen Seite werden
die Transmembrandomanen von jeweils einer groRen Extrazellulardomane
verbunden [81, 82]. Bestimmte Abschnitte dieser Domanen werden durch eine

Vielzahl von Proteasen geschnitten [77, 83, 84].
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1.2.1 Regulation des ENaC

Die Funktion des ENaC wird durch diverse komplexe intra- und extrazellulare
Regulationsmechanismen beeinflusst [71, 72]. Dabei sind Faktoren, die zum
einen die Anzahl der membranstandigen Kanale und zum anderen deren Offen-
wahrscheinlichkeit regulieren von grof3er Bedeutung [69, 85]. Das in der Neben-
nierenrinde produzierte Mineralokortikoid Aldosteron ist eines von vielen
Hormonen, das die Anzahl der Kanale in der Zellmembran reguliert. Aldosteron
steigert die Proteinsynthese und die proteolytische Prozessierung der
Kanaluntereinheiten durch Furin, beschleunigt deren Transport an die apikale
Membran (, Trafficking“) und hemmt den Abbau bzw. verstarkt Recyclingmecha-
nismen der membranstandigen Kanale [85-87]. Die Offenwahrscheinlichkeit des
ENaC wird zudem durch Veranderungen der intra- und extrazellularen
Natriumkonzentrationen, durch mechanische Scherkrafte und durch Lipide
modifiziert [71, 72]. Eine Besonderheit des ENaC stellt dessen posttranslationale
Regulation durch Serinproteasen dar, wodurch ebenfalls die Offenwahrschein-
lichkeit erhdht wird [83].

Proteolytische Aktivierung des ENaC durch Serinproteasen

Der durch Vallet et al. [88] beschriebene Mechanismus der proteolytischen
ENaC-Aktivierung nimmt eine Schlusselrolle bei der ENaC-Regulation ein [89,
90]. Dabei spalten bzw. hydrolysieren Serinproteasen bestimmte
Peptidbindungen der Extrazellulardomanen der a- und y-Untereinheiten. Die
Spaltungen erfolgen schrittweise, was sich in der stufenweisen Erhohung der
Offenwahrscheinlichkeit des ENaC widerspiegelt [69, 77, 83, 90, 91]. Bevor der
ENaC in die Zellmembran integriert wird, spaltet die intrazellulare Serinprotease
Furin zweimal die a-(Arginin-205 und Arginin-231) und einmal die y-Untereinheit
(Arginin-143) [71, 92, 93]. Dabei wird ein 26 Aminosauren langes inhibitorisches
Polypeptid aus der a-Untereinheit herausgeschnitten, woraus eine hohere Offen-
wahrscheinlichkeit des Kanals resultiert [94]. Die vollstandige ENaC-Aktivierung
wird durch eine weitere extrazellulare Spaltung der y-Untereinheit distal der
Furin-Schnittstelle mit der folgenden Freisetzung eines weiteren inhibitorischen
Peptids erreicht [84, 95, 96]. Diese Spaltung erfolgt an spezifischen Schnittstellen
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durch diverse Proteasen, wie beispielsweise durch die membrangebundenen
Serinproteasen Prostasin [88], Transmembran Protease Serin 4, Matriptase [97]
und auch durch die |0slichen extrazellularen Serinproteasen Plasmin, Kallikrein,

Trypsin, Chymotrypsin und neutrophile Elastase [77, 83, 98].

Serinprotease Furin 2. Serinprotease

e
) _—‘( - | Arg-143 ( ) \

s

Arg-205

Weitere
Schnittstellen

extrazellular \] D B,
intrazellular
w |\ ;oo |
| l
Niedrige Mittlere Hohe
Offenwahrscheinlichkeit Offenwahrscheinlichkeit Offenwahrscheinlichkeit

Abb. 3: Proteolytische Aktivierung des ENaC, mod. nach [99].

Links: Keine Spaltung der Extrazelluldardomanen durch Serinproteasen, niedrige Offenwahrschein-
lichkeit, weitestgehend stillgelegter ENaC.

Mitte: Zweimalige Spaltung (Schnittstellen durch Scheren symbolisiert, Lokalisationen: Arg-
205/Arg-231) der Extrazellulardomane der a-Untereinheit durch die Serinprotease Furin mit Frei-
setzung eines inhibitorischen Polypeptids (schwarzer Pfeil). Zusatzliche Spaltung (Scherensymbol)
der Extrazellulardomane der y-Untereinheit (Lokalisation: Arg-143). Dadurch resultiert eine mittlere
Offenwahrscheinlichkeit des ENaC mit verstarkter Natriumresorption.

Rechts: Inhibitorisches Polypeptid im Bereich der a-Untereinheit bereits freigesetzt. Zusatzliche
Spaltung (Scherensymbol) der Extrazellulardomane der y-Untereinheit durch verschiedene maogli-
che Serinproteasen mit Freisetzung eines weiteren inhibitorischen Polypeptids (schwarzer Pfeil).
Daraus resultiert eine hohe Offenwahrscheinlichkeit des ENaC mit gesteigerter Natriumresorption.
Arg: Arginin.

Pharmakologische Inhibition des ENaC

Es existieren verschiedene Moglichkeiten den ENaC im Bereich des ASDN
pharmakologisch zu hemmen, woraus eine erhohte Natriumexkretion und eine
diuretische Wirkung resultiert [100]. Die kaliumsparenden Diuretika Amilorid und
Triamteren hemmen von der tubularen Seite aus direkt den ENaC, indem ein
reversibler Verschluss der Kanalpore erfolgt [70, 100, 101]. Zudem inhibiert
Amilorid im Tubulus die Serinprotease Urokinase [102, 103]. Die Mineralokor-

tikoidrezeptorantagonisten Spironolacton, Eplerenon, Canrenon und Finerenon
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hemmen den ENaC indirekt von der plasmatischen Seite aus. Dabei werden
zytosolische und membrangebundene Mineralokortikoidrezeptoren kompetitiv
blockiert, sodass die multiplen Effekte des Mineralokortikoids Aldosteron auf die
ENaC-Expression und auf dessen Aktivitat inhibiert werden [100, 104]. Da die
Natriumresorption durch den ENaC mit einer tubularen Kaliumsekretion einher-
geht, steigt durch diese Medikamente auch der Plasma-Kaliumspiegel an, was
als typische Nebenwirkung beachtet werden muss. Bei schweren Nierenschadi-
gungen sind diese Medikamente kontraindiziert [100].

1.2.2 Das nephrotische Syndrom

Als nephrotisches Syndrom bezeichnet man ein Krankheitsbild, das durch eine
Proteinurie von > 3,5 g/Tag, eine Hypoproteindmie bzw. Hypalbuminamie, eine
Hyperlipoproteinamie und eine Entwicklung von Odemen charakterisiert ist [105,
106]. Ursachlich fur die groBmolekulare Proteinurie (> 60 Kilodalton (kDa)) sind
Schaden an der glomerularen Filtrationsbarriere, die aus dem fenestrierten
Endothel, aus der glomerularen Basalmembran und aus der Schlitzmembran
zwischen den Podozyten zusammengesetzt ist [106, 107]. Die Schaden sind
einerseits auf primare glomerulare Erkrankungen, wie die membrandse Glome-
rulonephritis, die fokal-segmentale Glomerulosklerose und die Minimal-Change-
Glomerulopathie zurickzufuhren. Andererseits konnen auch sekundare glome-
rulare Erkrankungen zum Beispiel in Folge eines Diabetes mellitus, eines Lupus
erythematodes, einer Amyloidose, von Infektionen, hereditaren Erkrankungen
oder Neoplasien zu einem nephrotischen Syndrom fuhren [105, 106, 108, 109].

Pathomechanismus der Odementstehung beim nephrotischen Syndrom

Beim nephrotischen Syndrom fuhrt die Proteinurie zu einer gesteigerten Natrium-
resorption mit einer konsekutiven Volumenretention, die klinisch durch Odeme
sichtbar wird [106, 110]. Mit der Underfill- bzw. Overfill-Theorie existieren zwei
Erklarungsansatze, die den Zusammenhang zwischen der nephrotischen
Proteinurie und der Odementstehung beschreiben. Bei beiden Theorien spielt der
ENaC fur die gesteigerte Natriumresorption eine entscheidende Rolle [110-113].

10
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Nephrotisches Syndrom

Overfill - Theorie Underfill - Theorie

Nephrotische Proteinurie

Proteasurie

1 Serum-Albumin

i

T RAAS

4

primére Sekundéare

4

Abb. 4: Nephrotisches Syndrom, Odementstehung, mod. nach [110].

Gemal der Overfill-Theorie (links) flihrt die glomerulare Schadigung zu einer Proteinurie bzw.
Proteasurie und dadurch zu einer direkten, priméren proteolytischen ENaC-Aktivierung. Die Under-
fill-Theorie (rechts) besagt, dass die Proteinurie zu einer Hypalbuminamie und hierdurch ber ein
Absinken des onkotischen Drucks zu einer intravasalen Volumendepletion fihrt, wodurch das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) aktiviert wird und zu einer indirekten, sekundéren
ENaC-Aktivierung beitragt. Beide Ansatze resultieren in einer ENaC-Aktivierung, die schlieBlich zu
einer starken Natriumresorption bzw. Odementstehung filhrt.

RAAS: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System; ENaC: Epithelialer Natriumkanal.

Gemal der Underfill-Theorie fuhrt die Proteinurie zu einer Hypalbuminamie,
wodurch der intravasale onkotische Druck abnimmt und der nach extravasal
gerichtete hydrostatische Druck Uberwiegt [114, 115]. Aufgrund der daraus
resultierenden intravasalen Hypovolamie wird das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) aktiviert, woraus sekundér eine gesteigerte Natrium-
und Volumenresorption resultiert [110, 111]. Diverse Untersuchungen zeigen,
dass die Underfill-Theorie die Odementstehung beim nephrotischen Syndrom
nicht vollstandig erklart [84, 110, 116]. Die Overfill-Theorie besagt hingegen, dass
die geschadigte Niere direkt eine primédre verstarkte Natrium- und
Volumenresorption auslost. Der mit der Overfill-Theorie Ubereinstimmende
Mechanismus der proteolytischen Aktivierung des ENaC durch aberrant filtrierte

11
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Serinproteasen wurde im letzten Jahrzehnt eingehend untersucht und wird als
bedeutender Mechanismus fiir die Odementstehung angesehen. Experimentelle
Studien zeigten, dass einige dieser Serinproteasen die a- und y-Untereinheit des
ENaC schneiden, sodass sich eine hohe Offenwahrscheinlichkeit des ENaC
einstellt, was zu einer verstarkten Natriumresorption fuhrt [69, 99, 112, 117]. Die
vermehrte Ausscheidung der Serinproteasen wird in Anlehnung an den Terminus
.Proteinurie” auch als ,Proteasurie” bezeichnet [110, 112, 118]. Die Theorien
schlielen sich gegenseitig nicht aus, sondern stellen vielmehr die Eckpunkte
eines Spektrums verschiedener pathophysiologischer Prozesse dar. Beispiels-
weise kann die Proteasurie gemaly der Overfill-Theorie zunachst durch die
direkte ENaC-Aktivierung zu einer verstarkten Natriumresorption fuhren. Bei
starker Proteinurie und einhergehender Hypalbuminamie kann zusatzlich das
RAAS gemal’ der Underfill-Theorie sekundar aktiviert werden. Je nach Genese
und Auspragung der Grunderkrankung spielen die Mechanismen eine
unterschiedliche Rolle [110, 118].

1.2.3 Aprotinin und experimentelles nephrotisches Syndrom

Aprotinin inhibiert eine Vielzahl von Serinproteasen. Bohnert et al. [119]
untersuchten die Auswirkungen einer systemischen Aprotinin-Applikation in
einem Doxorubicin-induzierten nephrotischen Mausmodell [120, 121]. Die beim
nephrotischen Syndrom bestehende hohe Serinproteaseaktivitat im Urin wurde
durch Aprotinin nahezu vollstandig in vivo supprimiert. Dadurch wurde die
proteolytische Aktivierung des ENaC gehemmt, sodass trotz der weiterhin
bestehenden Proteinurie die vermehrte Natriumresorption und die
Odementstehung verhindert wurde [119, 122]. Damit wird deutlich, dass der
Mechanismus der proteolytischen ENaC-Aktivierung fiir die Odementstehung
beim nephrotischen Syndrom eine entscheidende Rolle spielt [110, 119]. Die
Inhibition der Serinproteaseaktivitat konnte ein zukunftiger Therapieansatz zur
Behandlung der Odeme beim nephrotischen Syndrom darstellen [112, 118].

12
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Abb. 5: Hemmung der proteolytischen ENaC-Aktivierung durch Aprotinin beim nephroti-
schen Syndrom, mod. nach [118].

Die glomerulare Schadigung (Glomerulus: oben links, podozytare Schadigung) fihrt beim
nephrotischen Syndrom zu einer Proteinurie bzw. Proteasurie. Die Serinproteasen spalten
proteolytisch die Extrazellulardomanen des ENaC (blaue und orangene Abschnitte) und flihren zu
einer erhéhten ENaC bedingten Natriumresorption und Odementstehung (rechte Bildhlfte).

Im nephrotischen Mausmodell hemmt Aprotinin die Serinproteasen im Urin (siehe rotes Minus-
Symbol, rote Kreuze), was die proteolytische ENaC-Aktivierung, die Natriumresorption und die
Odementstehung inhibiert (rotes, gestricheltes Kreuz).

Na*: Natrium; ENaC: Epithelialer Natriumkanal.

13
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1.3 Fragestellung der Dissertation

Das Antifibrinolytikum Aprotinin wurde unter anderem wegen einer erhohten
Inzidenz an Nierenschadigungen zwischenzeitlich vom Markt genommen. Die
jahrzehntelange Kontroverse bezuglich der klinischen Anwendung von Aprotinin
und der damit einhergehenden Sicherheitsbedenken setzt sich bis heute fort. Die
Mechanismen der renalen Nebenwirkungen von Aprotinin sind weitestgehend

unklar und sollen in dieser Arbeit im Mausmodell ndher untersucht werden.

Neben den antifibrinolytischen Eigenschaften hemmt Aprotinin als unspezifischer
Serinproteaseinhibitor bei nephrotischen Mausen zudem die proteolytische
Aktivierung des ENaC und somit auch die Natriumresorption und die klinisch
eindriickliche Odementwicklung. Bevor Aprotinin als potenzielles Medikament im
Rahmen des nephrotischen Syndroms eingesetzt werden kann, mussen die

Mechanismen der renalen Nebenwirkungen unter Aprotinin verstanden werden.

In dieser Arbeit soll geklart werden, ob auch bei gesunden Mausen eine
Aprotininbehandlung mit einer Inhibition der ENaC-Aktivitat einhergeht. Dies
konnte zu einem Salz- und Volumenverlust fuhren und ein Erklarungsansatz fur
die beschriebenen Nierenschadigungen unter Aprotinin darstellen. Daruber
hinaus soll untersucht werden, ob die renale Metabolisierung von Aprotinin zu
relevanten Schaden im proximalen Tubulus fuhrt. Um diese Hypothesen
beantworten zu kdnnen, untersuchten wir die renalen Effekte von Aprotinin an
gesunden Wildtyp-Mausen sowohl unter Kontrollbedingungen als auch im
Rahmen von Stressmodellen unter einer bestehenden Niedrigsalzdiat bzw. einer
diuretischen Therapie mit Triamteren. Zudem soll auch die Frage nach
Dosisabhangigkeit und Langzeiteffekten von Aprotinin beantwortet werden. Dazu

wurden neben den genannten Stressmodellen weitere Versuche durchgefuhrt.

14
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2. Material und Methoden

21 Material

Tabelle 2: Material - Gerate und Computerprogramme.
Gerit Hersteller
Acetylen (99,6 Vol.% C2Hz) Westfalen AG

ALT 100 - 4M Analysenwaage

Biofuge 13 (Zentrifuge)

BioMate 3 Spectrophotometer

CENTRIFUGE & VORTEX

Condair CP3mini, Elektroden - Dampfluftbefeuchter
Dewar - Transportgefall Typ B fir Stickstoff

Drager Vapor® 2000 - Isoflurane

ELx800 Absorptions-Reader flir Mikroplatten
EndNote X8.2

Eppendorf Research pro-300, Multichannel Pipette
Eppendorf Research® plus Pipette (0,1 pl - 2,5 pl)
Eppendorf Research® plus Pipette (0,5 pl - 10 pl)
Eppendorf Research® plus Pipette (10 ul - 100 pl)
Eppendorf Research® plus Pipette (100 ul - 1000 pl)
Eppendorf Research® plus Pipette (2,0 ul - 20 pl)
Eppendorf Research® plus Pipette (20 ul - 200 pl)

Flammenphotometer EFUX 5057
Fluoreszenzdetektor Spark® 10M (Augenklinik Tu-

bingen)

Fluoreszenzscanner (LI-COR Odyssey®)
Gefrierschrank: -20°C

Gefrierschrank: -86°C, Sanyo VIP Series
GraphPad Prism 8.0

Hybridization Oven/Shaker

IL GEM® Premier 3000

Kihlschrank: 2-8°C: Liebherr Comfort

Megafuge 2.0 R

Microsoft Excel 2016, Microsoft Word 2016, Power-
Point 2016

MR 3001 Magnetrihrer mit Heizung
NeoAccupette 3-9905

pH 211 — Microprocessor pH Meter

Pipettierhelfer, Powerpette Plus

Kern & Sohn GmbH

Heraeus Holding GmbH
Thermo Fisher Scientific GmbH
NeoLab®

Condair Group AG
KGW-Isotherm GmbH, Karlsruhe
Drager Medical GmbH
BioTek®

Clarivate Analytics

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Tecan Group AG

LI-COR Biosciences GmbH
Liebherr

Panasonic Corporation, Sanyo
GraphPad Software, Inc.
Amersham Biosciences
Instrumentation Laboratory GmbH
Liebherr

Heraeus Holding GmbH

Microsoft Corporation

Heidolph Instruments GmbH

MedWOW®

Hanna Instruments Deutschland
GmbH

VWR International GmbH
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PRECISION Standard Waage

Pyrex 15 Glasréhrchen
SCHOTT DURAN Becherglas
SEIKO Precision SP-2400
Stickstoff-Tank

Vortex Mixer (S0100-230V)
Vortex-Genie 2

VX100 Vortexmischer, ABIMED

Tabelle 3: Material - Verbrauchsmaterial.

Verbrauchsmaterial

Sartorius Weighing Technology
GmbH

Sigma-Aldrich

SIM GmbH

SEIKO

Messer Group GmbH
Labnet

Scientific Industries
Labnet

Hersteller

96-well Mikrotiterplatten BRANDplates® mit F-Boden

BD Micro-Fine™ 0,5 ml, U-100 Insulin (30G)
Bepanthen Augen- und Nasensalbe
Blutgaskapillaren Na-heparin 280 pl
CELLSTAR® Tubes, 15 ml

CELLSTAR® Tubes, 50 mi

CryoTube™ Vials

DESCOSEPT AF - alkoholisches Desinfektionsmittel

Einmal-Kivetten: UV-Klvette mikro (70 pl)
Ethanol 70%

Ethilon*Il 5-0 Nahtmaterial (nicht resorbierbar)
FALCON ® 10 ml

FALCON ® 25 ml

FALCON ® 5 ml

Handtlicher tapira® Plus

Kapillar-Adapter

Minicaps® Einmal-Kapillarpipetten Na-hep 10 pl
Nitrile, Powder-Free Handschuhe, Grofte M (7-8)
Paraffindl dunnflissig

Pipettenspitze farblos: 10 pl

Pipettenspitzen farblos: 1000 pl

Pipettenspitzen farblos: 200 pl

Pipettenspitzen farblos: 20 pl

Pipettenspitzen Gelb: 200 pl

Pipettenspitzen Standard MIKRO: 0,5 - 10 pl
Probengefal® 1,3 ml LH

BRAND GmbH & Co

Becton Dickinson GmbH

Bayer AG

Hirschmann® Laborgerate
Greiner Bio-One GmH

Greiner Bio-One GmbH
Thermo Fisher Scientific GmbH

Dr. Schumacher GmbH

Brand GmbH & Co KG
Universitatsapotheke Tubingen
Ethicon, Inc

Corning incorporated

Corning incorporated

Corning incorporated

GVS-Grossverbraucherspezialisten
eG

Instrumentation Laboratory, Werfen
Hirschmann® Laborgerate
Abena GmbH

Carl Roth GmbH + Co.KG
Sarstedt AG&Co

Sarstedt AG&Co

Sarstedt AG&Co

Sarstedt AG&Co.

Ratiolab GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG
Sarstedt AG&Co
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Reagiergefat 0,5 ml, PP

Reagiergefal® 1,5 ml, PP

Reagiergefalt 2,0 ml, PP
Silikonspray-Pflegespray flr Instrumente
Softasept® N

Surgical Disposable Scalpel

Tube 3,5 ml, 55x12 mm

Wattestabchen

Tabelle 4: Material - Kits und Reagenzien.

Sarstedt AG&Co

Greiner Bio-One GmbH

Greiner Bio-One GmbH

Dr. Schumacher GmbH

Braun GmbH

Braun GmbH

Sarstedt AG&Co.

NOBA Verbandmittel Danz GmbH

Kit/Reagenz Hersteller
Albumin Blue Fluorescent Assay Kit (Catalog No. Active Motif
15002)

: - o
Albumin aus Mausserum, lyophilized powder, 296 % Sigma-Aldrich

(agarose gel electrophoresis), A3139

Aldosteron ELISA - Enzyme immunoassay for the di-
rect quantitative determination of Aldosteron in hu-
man serum, plasma and urine (RE52301)

Ampuwa®
Anti-ENaC gamma Antibody

Aqua Dest.
Desinfektionskonzentrat

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS), 500 mi

Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Apro-
tinin (AP) (CEA968Bo 96 Tests)

Ethylacetat
Glucose-Standard - 100 mg/dl (LT-ST 0018)

IRDye®800CW Donkey anti-Rabbit IgG Secondary
Antibody

Lithium Stammlésung 500 mmol/l

LT-SYS® Kreatinin, mod. nach Jaffé, kinetisch, ohne
EnteiweiBung (LT-CR 0121)

LT-SYS® Glucose, Hexokinase (LT-GLH 202)

LT-SYS® Harnstoff, kinetisch (LT-UR 0010)

LT-SYS® Phosphor, anorganisch (LT-PH 0100)

IBL International GmbH

Fresenius Kabi Deutschland GmbH

StressMarq Bioscienceses Inc., Art.
Nr. SPC-405

Stadtwerke Tibingen

Biorapid GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG, Art-Nr.
4720.4

Sigma-Aldrich

Cloud-Clone Corp

Carl Roth, Art. Nr. 4424 .1

Labor + Technik EBERHARD LEH-
MANN GmbH

LI-COR Biosciences GmbH

Biorapid GmbH

Labor + Technik EBERHARD LEH-
MANN GmbH

Labor + Technik EBERHARD LEH-
MANN GmbH

Labor + Technik EBERHARD LEH-
MANN GmbH

Labor + Technik EBERHARD LEH-
MANN GmbH
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Natriumkarbonat (Na2COs)

Paraformaldehyde; powder, 95%

P-CHECK®, Protease Detection Kit
Peptide:N-glycosidase F (PNGase F)
Quantikine® ELISA, Mouse/Rat Cystatin C
Immunoassay (Catalog No. MSCTCO)
Reiniger-D Flammenphotometer-Reinigungs-Ldsung
Revert™700 Total Protein Stain for Western Blot
Normalization

Salzsaure (0,1 M HCI)

Salzsaure (32%, 1 Liter)

Serum-Standard

System-Leerwertlésung

Tris-Buffered Saline (TBS)

Urin-Standard

Tabelle 5: Material - Eingesetzte Medikamente.

Medikament

Carl Roth GmbH + Co.KG, Art. Nr.
8563.1

Sigma-Aldrich, Art. Nr. 158127-500G
Jena Bioscience/Panatecs
New England BioLabs® GmbH

R&D Systems® - bio-techne® brand
Biorapid GmbH

LI-COR Biosciences GmbH

Merck, Art. Nr. 1.09060.1000
Carl Roth GmbH + Co.KG
Biorapid GmbH

Biorapid GmbH
Sigma-Aldrich

Biorapid GmbH

Hersteller

Amiloride hydrochloride hydrate
Aprotinin Pellets 10-day release (Cat. No. X-999)
Aprotinin Powder, lyophilisiert,1g (6000 KIU/mg)

CONOXIA® GO2X — Medizinischer Sauerstoff

Isofluran CP® 1 ml/ml
Placebo Pellets 10-day release (Cat. No. C-111)

Triamteren = 99%

Sigma-Aldrich, Art. Nr. A7410-1G
Innovative Research of America, Inc.
DSM Nutritional Products GmbH
Linde Gas Therapeutics GmbH
cp-pharma® BURGDORF

Innovative Research of America, Inc.
Sigma-Aldrich

Tabelle 6: Material - Eingesetzte Produkte fiir die Tierhaltung.

Material

Hersteller

C 1000 Kontrolldiat

C 1036 Natrium und Chlorarme Diat

Einstreu, LIGNOCEL®

Fein Zucker, 1000g

Kéfige Typ-ll bzw. Typ-IlI-long

Leitungswasser

Metabolische Kéfige (12x) fur einzelne Mause
Rotes Maushaus

ssniff®, (V1534-703) Futter fir Haltung Ratte/Maus
Trinkflaschen

Altromin Sepzialfutter GmbH
Altromin Spezialfutter GmbH
J. Rettenmaier & Séhne (JRS)
Sudzucker AG

Ehret GmbH

Stadtwerke Tibingen
Tecniplast

Ehret GmbH

ssniff® Spezialdiaten GmbH
Ehret GmbH
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2.2 Methoden
2.21 Tiermodell und Tierhaltung

Das Versuchsvorhaben genehmigte das Regierungsprasidium Tubingen unter
der Versuchsnummer M5/16. AulRerdem lag fur meine Person nach Teilnahme
am Versuchstierkundlichen Kurs der Universitat Tubingen eine Ausnahmegeneh-
migung gemall §16 Absatz 1 Satz 5 der Tierschutz-Versuchstierverordnung zur
Durchfihrung der Tierversuche vor. Fur die Versuche wurden mannliche und
weibliche Wildtyp-Mause des Stammes 129S1/SvimJ verwendet. Das Durch-
schnittsalter der Mause betrug bei Versuchsbeginn 180 Tage (+ 6 Tage, 66 - 340
Tage). Die Zucht erfolgte unter spezifiziert pathogenfreien (SPF) Bedingungen in
unserer Tierhaltung mit moderater Trockenbarriere. Die Versuchsdurchfihrung
fand in der Medizinischen Klinik Tubingen statt. Die Haltung der Tiere erfolgte
unter standardisierten Bedingungen. Dabei bestand eine Raumtemperatur
zwischen 20-24°C, eine Luftfeuchtigkeit von 45-65% und ein per Zeitschaltuhr
eingestellter Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils zwolf Stunden. Die Mause wurden
in Typ-Il (maximal drei Mause) bzw. in Typ-ll-long-Kafigen (maximal fUnf Mause)

mit freiem Zugang zu Leitungswasser und Futter gehalten.

2.2.2 Versuchsdurchfihrung
2.2.21 Metabolische Kafige

Die Teilversuche erfolgten in metabolischen Kafigen (siehe Abb. 6). Die
Versuchstiere wurden einzeln in die Kafige auf integrierte, kreisrunde Gitter mit
einem Durchmesser von etwa 20 cm gesetzt. Unter diesen durchlassigen Gittern
befanden sich Trichtersysteme, die eine 24-Stunden-Urinsammlung ermoglich-
ten. Die Kafige enthielten Vorrichtungen zur Anbringung von Trinkflaschen und
die Futterpellets wurden auf das Gitter gelegt. Bei allen Teilversuchen hatten die
Tiere einen unlimitierten Zugang zu Trinkwasser und Nahrung. Um die Versuchs-
bedingungen zu optimieren, fand vor der Versuchsdurchfuhrung intermittierend
fur jeweils zwei Tage eine Eingewohnungsphase der Tiere in den Kafigen statt.
AuRerdem wurden rote Maushauser als Ruckzugsort auf dem Gitter angebracht.
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Abb. 6: Metabolischer Kifig.

Die beiden Bilder zeigen den Aufbau der metabolischen Kafige.

Linke Bildhalfte: Ansicht von vorne, im Bildbereich unten: Komponenten des Trichtersystems zur
Sammlung und Quantifizierung des Urins und des Stuhls.

Rechte Bildhalfte: Ansicht von oben, Blick auf das Gitter und auf das rote Maushaus.

2.2.2.2 Probengewinnung und Datenerhebung

Taglich erhobene Daten

Die tagliche Erhebung der Flussigkeitsbilanz (Trink- und Urinmenge), des Kor-
pergewichts (KGW) und der Fressmenge erfolgte jeweils nach 24 Stunden
morgens zu etwa der gleichen Uhrzeit. Zur Bestimmung der Trinkmenge wurden
taglich die Trinkflaschen gewogen. Um die Vergleichbarkeit der 24-Stunden-Urin-
sammlung und des Korpergewichts zu gewahrleisten, erfolgte vor der Urinsamm-
lung bzw. der Erhebung des Korpergewichts eine abdominelle Blasenmassage
zur Gewinnung des Spontanurins. Der Spontanurin, der gesammelte 24-
Stunden-Urin und die Urinreste in den Trichtersystemen wurden in zuvor abge-
wogene Glasrdhrchen pipettiert und erneut gewogen. Die Gewichtsdifferenzen
ergaben die 24-Stunden-Urinmenge. Der gesammelte Urin wurde daraufhin fir
zehn Minuten bei 15°C mit einer Geschwindigkeit von 3400 Umdrehungen pro
Minute (revolutions per minute; rpm, ~ 930 g) zentrifugiert. Jeweils ca. 1500 pl
des Uberstandes wurden bei -20°C asserviert. Zur Vermeidung von
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Verdunstungseffekten erfolgte eine tagliche Benetzung der Urinbehaltnisse mit
150 yl Paraffindl und alle zwei Tage eine Behandlung der Trichtersysteme mit
Silikonspray. Abhangig vom Studiendesign erhielten die Mause verschiedene
Diaten (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Zusammensetzung Didten, mod. enthommen aus [123, 124].

Na*: Natrium; K*: Kalium; Ca?*: Calcium; Mg?*: Magnesium; P;: Phosphat.

Na* K" | Ca®* Mg* | P

Diat Firma
(%] | [%] | [%] | [%] | [%]
ssniff
V1534-703: Haltungsdiat o 0,24 | 0,92 1,0 0,22 | 0,70
Spezialdiaten GmbH
Altromin
C1000: Kontrolldiat 0,2 0,7 0,9 0,07 0,8
Spezialfutter GmbH
Altromin
C1036: Niedrigsalzdiat 0,01 0,7 0,9 0,06 0,8
Spezialfutter GmbH

Narkose und Blutentnahme

Am Ende der Serien erfolgte eine Blutentnahme. Dafur wurde mit Hilfe eines
Verdampfers (Drager Vapor® 2000-Isofluran) eine Narkose mit Isofluran durch-
gefuhrt. Nach Eintritt der erwtnschten Narkosetiefe wurde mit einer Glaskapillare
der retrobulbare Venenplexus im Bereich des rechtsseitigen inneren Augenwin-
kels punktiert. Zunachst wurde ca. 150 pl Blut in eine spezielle Kapillare zur
Durchflhrung einer Blutgasanalyse (BGA) ubertragen. Das restliche Blut wurde
in mit Lithium-Heparin ausgekleideten Probengefallen gesammelt. Nach der
Zentrifugation (3000 rpm, ~ 800 g, t = 10 min) erfolgte die Asservierung des Blut-
plasmas bei -20°C.

Totung und Nierenentnahme

Die Mause wurden nach der Blutentnahme durch eine zervikale Dislokation unter
Isoflurannarkose getotet. Danach erfolgte die beidseitige Nierenentnahme. Die
Nieren wurden in Paraformaldehyd (PFA) 4 % zwischengelagert und nach zwolf
Stunden in PFA 0,1 % bei Raumtemperatur fur die histologischen Untersuchun-
gen asserviert. In einer Subpopulation wurden Mause bereits an Tag zwei nach
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der Pelletimplantation getotet, die entnommenen Nieren in flussigem Stickstoff
schockgefroren und fur die Durchfuhrung der Western Blots bei -80°C gelagert.

2.2.2.3 Medikamentenapplikation

Placebo- und Aprotininpelletimplantation

Bei den Teilversuchen erfolgte eine subkutane Implantation von Aprotinin- bzw.
Placebopellets. Die Applikationsform ermoglichte eine kontinuierliche zehn Tage
andauernde Medikamentenfreisetzung [119, 120]. Zur Implantation wurde eine
Isoflurannarkose durchgefuhrt. Zum Schutz der Augen wurde eine Bepanthen
Augen- und Nasensalbe aufgetragen. Nach der Haarentfernung und der Haut-
desinfektion erfolgte im Ruckenbereich mit einem Skalpell ein etwa 0,5-1 cm
grolRer Langsschnitt. Von dort ausgehend wurde stumpf nach links lateral und
ventral prapariert. In die Taschen wurden die Pellets (Durchmesser: 4 mm, Hohe:
1,5 mm) implantiert (siehe Abb. 7). Der Wundverschluss erfolgte mit nicht-resor-
bierbaren Ethilon*ll 5-0 Faden in Form von 3-4 Einzelknopfnahten. Nach der

Desinfektion und Entfernung der Augensalbe wurde die Narkose beendet [120].

Abb. 7: Aprotinin- und Placebopelletimplantation.

Linke Bildhalfte: Zustand vor der Implantation: Maus in Isoflurannarkose, Augensalbe zum Augen-
schutz aufgetragen, Zustand nach Entfernung der Haare und nach Hautdesinfektion.

Rechte Bildhalfte: Pelletimplantation: Zustand nach Hautschnitt und Praparation einer subkutanen
Hauttasche, das Pellet wird mit der Pinzette gehalten und nun in die Tasche implantiert.

Danach erfolgt der Wundverschluss mit Einzelknopfnahten (nicht dargestellt).
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Intraperitoneale Ampuwa- und Amiloridinjektion

Zur Bestimmung der Amilorid-sensitiven Natriurese erfolgten intraperitoneale
Ampuwa (Vehikel)- und Amiloridinjektionen (siehe Abb. 9). Das Injektionsvolu-
men wurde jeweils an das Korpergewicht angepasst. Das Volumen der Injektio-
nen lag bei 5 pl/g Korpergewicht. Die Amiloriddosis betrug 10 ug/g Korperge-
wicht. Die intraperitonealen Injektionen wurden abwechselnd im Bereich der

beiden unteren Quadranten des Abdomens durchgefuhrt.

Triamterenapplikation

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Aprotinin unter dem Stressmodell einer
Triamteren-Therapie (siehe 2.2.3.2) erfolgte eine Applikation des Diuretikums im
Trinkwasser. Triamteren wurde ins Leitungswasser hinzugegeben und die
Loslichkeit durch eine Zugabe von Salzsaure (32%) bis zu einem pH-Wert von
drei (pH-Meter) optimiert. Zudem wurde 50 g Saccharose pro 1000 ml Leitungs-

wasser hinzugefugt.

2.2.3 Versuchsablauf

Vor den Untersuchungen wurden die Mause zufallig auf die Versuchsgruppen
aufgeteilt. Insgesamt wurden vier Hauptversuche und ein Teilversuch durchge-
fuhrt. Dabei wurden zwei Stressmodelle etabliert, bei denen die renalen Effekte
von Aprotinin unter Niedrigsalzdiat (siehe 2.2.3.1) bzw. einer diuretischen
Therapie mit Triamteren (siehe 2.2.3.2) untersucht wurden. Auflerdem wurde bei
einem Teilversuch die Natriurese nach der Applikation von Amilorid erhoben
(siehe 2.2.3.1). Zusatzlich wurden die Dosisabhangigkeit (siehe 2.2.3.3) und die
Langzeiteffekte von Aprotinin (siehe 2.2.3.4) untersucht. In vorangegangen
Experimenten der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Artunc erfolgten bereits
Aprotinindosisfindungen. Die in dieser Arbeit eingesetzten Aprotinindosen von
0,5 und 2,0 mg/Tag wurden von diesen Versuchen abgeleitet [119, 125].
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2.2.3.1 Versuch 1: Stressmodell Niedrigsalzdiat

Bei diesem Stressmodell wurden die Effekte von Aprotinin unter einer Niedrig-
salzdiat im Vergleich zu einer Placebobehandlung und einer Kontrolldiat unter-
sucht. Nach zwei Kontrolltagen erfolgte die subkutane Implantation eines
Placebo- bzw. Aprotininpellets (Tag 0). Danach erhielten die Mause bis zum Ver-
suchsende eine Kontroll- bzw. Niedrigsalzdiat, sodass insgesamt vier Versuchs-
gruppen entstanden. Nach der taglichen Erhebung verschiedener Parameter
(siehe 2.2.2.2) erfolgte vor Ende der zehntagigen Medikamentenfreisetzung an
Tag neun eine Blutentnahme, die T6tung und die beidseitige Nierenentnahme.

Pelletimplantation Blutentnahme, BGA,
APR/Placebo Toétung, Nephrektomie

1. : Placebo + Kontrolldit Tagliche Daten:
* Koérpergewicht
2.: APR 2,0 mg/Tag + Kontrolldiat
g/Tag * Urinmenge (24 h)
*  Trinkmenge
* Futtermenge

2 1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
| I\ J
Kontrolltage Behandlungstage

Kontrolldiat Kontroll-/Niedrigsalzdiat

« Metabolischer Kéfig —————

Abb. 8: Versuch 1: Stressmodell Niedrigsalzdiat, publiziert in [35].

Nach zwei Kontrolltagen erfolgte die Aprotinin- oder Placebopelletimplantation (Tag 0). Daraufhin
wurde je nach Versuchsgruppe eine Kontroll- oder Niedrigsalzdiat etabliert. Es erfolgte eine tagliche
Datenerhebung (Kérpergewicht, Urinmenge, Trinkmenge, Futtermenge, etc.). An Tag neun erfolgte
eine Blutentnahme, die Tétung der Versuchstiere und die beidseitige Nephrektomie.

APR: Aprotinin, BGA: Blutgasanalyse, h: Stunde(n).

Teilversuch 1.1: Amilorid-sensitive Natriurese

Um Ruckschlisse auf die ENaC-Aktivitat bei aprotininbehandelten Mausen zu
ziehen, erfolgte bei diesem Teilversuch eine Bestimmung der Amilorid-sensitiven
Natriurese. Dabei erfolgte am zweiten Behandlungstag bei jeweils sechs Mausen
pro Versuchsgruppe eine intraperitoneale Injektion von Ampuwa (Vehikel, Volu-
men: 5ul/g KGW) und am vierten Behandlungstag eine Injektion von Amilorid
(Volumen: 5 pl/g KGW; Dosis: 10 uyg/g KGW). Nach den Injektionen wurden die

Mause aus den metabolischen Kafigen genommen und fur eine sechsstindige
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Sammelperiode einzeln in Typ-lI-Kafigen gehalten. Zur Vermeidung von
Urinverlusten erfolgte eine stundliche Urinsammlung. Nach der Sammelperiode
wurde wiederum Spontanurin gewonnen und zusammen mit dem anfanglichen
Spontanurin und dem Sammelurin gewogen und asserviert. Nach dem Sammeln

wurden die Versuchstiere wieder in den metabolischen Kafigen gehalten.

Pelletimplantation | Ampuwa- Amilorid- Blutentnahme, BGA,
APR/Placebo injektion injektion Totung, Nephrektomie
i J l |
1. ; Placebo + Kontrolldit Tagliche Daten:

*  Korpergewicht
* Urinmenge (24 h)
¢+ Trinkmenge

2.: APR 2,0 mg/Tag + Kontrolldidt

Tage * Futtermenge
-2 1
1
I
Kontrolltage Behandlungstage
Kontrolldist Kontroll-/Niedrigsalzdiat

Abb. 9: Versuch 1.1: Amilorid-sensitive Natriurese, publiziert in [35].

Zusatzlich zum beschriebenen Versuch 1 wurde bei einem Teil der Versuchstiere (jeweils n=6 pro
Versuchsgruppe) zur Erhebung der Amilorid-sensitiven Natriurese an Behandlungstag zwei und
vier intraperitoneale Ampuwa- bzw. Amiloridinjektionen durchgefiihrt (graue Rechtecke).

APR: Aprotinin, BGA: Blutgasanalyse, h: Stunde(n).

2.2.3.2 \Versuch 2: Stressmodell Triamteren-Therapie

Bei diesem Stressmodell erfolgte eine ENaC-Blockade durch das Diuretikum
Triamteren im Trinkwasser. Zur Findung der idealen Triamteren- und Aprotinin-
dosis erfolgten verschiedene Teilversuche bis der Versuchsablauf in Abb. 10
ubernommen wurde (Teilversuche zur Dosisfindung: Triamteren-Applikation
direkt nach der Implantation: Placebo/Aprotinin 2,0 mg/Tag + Triamteren 200
mg/l - Abbruch an Tag drei wegen der deutlichen KGW-Abnahme;
Placebo/Aprotinin 1,0 mg/Tag + Triamteren 200 mg/l Uber flinf Tagen;
Placebo/Aprotinin 2,0 mg/Tag + Triamteren 100 mg/l liber finf Tagen).

Um die Mause an das gewahlte Modell zu gewohnen, erfolgte hier bereits vor der
Pelletimplantation fur vier Kontrolltage eine Applikation von Triamteren 200 mg/l.
Nach der jeweiligen Pelletimplantation und nach funf Behandlungstagen mit
taglicher Datenerhebung erfolgte wiederum eine Blutentnahme, eine BGA und
die Totung der Versuchstiere.
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Pelletimplantation Blutentnahme, BGA,
APR/Placebo Tétung
l l Tégliche Daten:
*  KoOrpergewicht
Tage * Urinmenge (24 h)
* Trinkmenge
KI K2 K3 K& 0 1 2 3 4 5 *  Futtermenge
| i I q |
Kontrolltage Behandlungstage
Triamteren 200 mg/I Triamteren 200 mg/I
+ Kontrolldiat + Kontrolldiat

A

Metabolischer Kafig ——»

Abb. 10: Versuch 2: Stressmodell Triamteren-Therapie.

Nach vier Kontrolltagen mit der bereits etablierten Triamteren-Therapie erfolgte die Aprotinin- bzw.
Placebopelletimplantation (Tag 0). Nach fiinf Behandlungstagen erfolgte die Blutentnahme und die
Tétung der Versuchstiere. Alle Versuchsgruppen erhielten eine Kontrolldiat.

K: Kontrolltage, Triam.: Triamteren, APR: Aprotinin, BGA: Blutgasanalyse, h: Stunde(n).

2.2.3.3 Versuch 3: Dosisabhangigkeit von Aprotinin

Bei Versuch 3 wurde die Dosisabhangigkeit der renalen Effekte von Aprotinin
untersucht. Eine Versuchsgruppe erhielt die niedrigere Aprotinindosis von 0,5
mg/Tag und die andere Versuchsgruppe die hohere Dosis von 2,0 mg/Tag. Als
Kontrollgruppe dienten placebobehandelte Mause.

Pelletimplantation Blutentnahme, BGA,
APR/Placebo Tétung, Nephrektomie

Tagliche Daten:

*  Kérpergewicht

* Urinmenge (24 h)
*  Trinkmenge

* Futtermenge

1. : Placebo + Kontrolldiat

Kontrolltage Behandlungstage
Kontrolldiat Kontrolldiat
< Metabolischer Kifig —————

Abb. 11: Versuch 3: Dosisabhangigkeit von Aprotinin, publiziert in [35].

Der dargestellte Versuchsablauf entspricht dem des Versuchs 1. Zusatzlich wurde zur Beurteilung
der Dosisabhangigkeit eine weitere Aprotinindosis von 0,5 mg/Tag gewahlt.
APR: Aprotinin, BGA: Blutgasanalyse, h: Stunde(n).
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2.2.3.4 \Versuch 4: Langzeiteffekte von Aprotinin

Um Langzeiteffekte von Aprotinin auf die Nieren zu untersuchen, erfolgte zehn
Wochen (70 Tage) nach der Implantation der hochdosierten Aprotininpellets (2,0
mg/Tag) die Totung der Mause und die beidseitige Nierenentnahme. Zehn Tage
nach der Implantation setzten die Pellets keinen Wirkstoff mehr frei. Ab diesem

Zeitpunkt wurden die Mause in normalen Kafigen gehalten.

. . Blutentnahme, BGA, Blutentnahme, Tétung,
Pelletimplantation Tétung, Nephrektomie Nephrektomie
APR/Placebo g, Nep P
l’ 1 l Tagliche Daten (bis Tag 9)
I 1. : Placebo + Kontrolldiat *  Kérpergewicht
I 2. : APR 2,0 mg/Tag + Kontrolldit *  Urinmenge (24 h)
*  Trinkmenge
Tage I 3. : APR 2,0 mg/Tag + Kontrolldiét — 70 Tage nach OP +  Futtermenge
2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 70
\ A ] J
Kontrolltage Behandlungstage
Kontrolldiat Kontrolldiat

«———  Metabolischer K&fig ——»<+— Normaler Kifig —»

Abb. 12: Versuch 4: Langzeiteffekte von Aprotinin.

Zur Beurteilung der Langzeiteffekte von Aprotinin wurde nach dem Versuch 1 ein Bruchteil der
Versuchstiere weiterhin fur insgesamt 60 Tage nach der Aprotininbehandlung beobachtet und am
Ende der Serie eine Blutentnahme, eine Tétung und eine Nierenentnahme durchgefiihrt.

APR: Aprotinin, BGA: Blutgasanalyse, h: Stunde(n).

2.2.4 Laborparameter

2.2.41 Blutgasanalyse (BGA)

Bei der Blutabnahme wurde 150 pl Blut in Blutgaskapillaren gesammelt und mit
dem Analyseautomaten IL GEM® Premier 3000 analysiert. Daraus ergaben sich
folgende Parameter: pH; pCO2, pO2 [mmHg]; Na*, K*, Ca?* [mmol/I]; Hamatokrit
[%]; die weiteren Parameter Ca®* (pH 7,4), Standardbikarbonat, Base Excess
[mmol/l]; Sauerstoffsattigung (SO2) [%]; Hamoglobin (Hb) [g/dl] wurden durch den

Analyseautomaten aus den gemessenen Werten berechnet.
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2.2.4.2 Klinische Chemie

Elektrolytkonzentrationen im Urin (Flammenphotometer)

Mit einem Flammenphotometer werden Elektrolytkonzentrationen im Urin
bestimmt. Die Probe wird in einer Kammer mittels Druckluft zerstaubt und in eine
durch Acetylengas gezindete Flamme eingebracht. Dabei verbrennen die im
Urin vorliegenden Alkali- (Na*, K*) und Erdalkalimetalle (Ca?*) und emittieren
dabei Licht in einer bestimmten Wellenlange. Mittels Filter werden die
spezifischen Wellenlangen isoliert und mit Hilfe von Photodioden detektiert.
Dabei verhalt sich das emittierte Licht proportional zu den in der Probe vorhan-
denen lonen [126]. Als Referenzwert dient bei diesem Flammenphotometer
(EFUX 5056) die alleinige Verbrennung von Lithium [127].

Vorbereitung:
Verdunnen der Urinproben mit Ampuwa (Dilution Factor 5 - DF5).

Versuchsablauf:

Nach dem Abgleich mit dem Urin-Standard erfolgt eine automatisierte Messung
mit dem Flammenphotometer. Bei Messwerten aul3erhalb der jeweiligen (jew.)
Referenzbereichen (Na*: 10,0 - 300 mmol/l, K*: 5,0 - 200 mmol/l, Ca?*: 0,50 -
20,00 mmol/l) wird die Verdunnung mit Ampuwa angepasst und eine erneute
Messung durchgefuhrt.

Kreatininkonzentration im Urin (modifizierte Methode nach Jaffé, LT-SYS®)

Bei der modifizierten Jaffé Methode bildet Kreatinin im alkalischen Milieu mit

zugesetzter Pikrinsdure einen gelborangen Komplex. Dabei verhalt sich die
Farbintensitat direkt proportional zu der vorliegenden Kreatininkonzentration.
Diese Farbintensitat wird mit Hilfe eines Photometers bestimmt [128, 129].

Inhalt:

Reagenz 1: Natronlauge 400 mmol/l
Natriumcarbonat 25 mmol/l

Reagenz 2: Pikrinsaure 55 mmol/l

Standard: Kreatinin 2 mg/dl

Vorbereitung:

Arbeitslosung: Reagenz 1 mit Reagenz 2 im Verhaltnis 1:1 mischen.

Versuchsablauf:

Je 10 pl Urinprobe (DF 10 mit Ampuwa), Standard bzw. Ampuwa (Leerwert) in
Kavetten pipettieren. Zu den Ansatzen jew. 200 pl Arbeitslosung einbringen,
mischen und nach 15 Sekunden (s) die Extinktion im Photometer bei einer
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Wellenlange (A) von 492 nm messen. Die erneute Extinktionsbestimmung erfolgt
exakt nach 8 Minuten (min).

Berechnung der Kreatininkonzentrationen (c) unter Berucksichtigung der jew.
Extinktionsdifferenzen (AE) (t1= 15 s, t2= 8 min):

AEProbe - AELeerwert

mgy
CCrea [W] - A X CStandard X DF

EStandard - AELeerwert
Nachweisgrenzen: 0,03 - 300 mg/dl. Bei Konzentrationen aullerhalb dieses
Bereiches erfolgt eine Anpassung der Verdunnung der Urinproben mit Ampuwa.

Harnstoffkonzentration im Plasma (LT-SYS® Harnstoff, UV, kinetisch)

Mit der vollenzymatischen Methode mit Urease und Glutamatdehydrogenase

(GLDH) wird die Harnstoffkonzentration im Plasma bestimmt. Durch das beige-
fugte Enzym Urease wird Harnstoff zu Ammoniak und Bikarbonat hydrolytisch
gespalten. Das freigesetzte Ammoniak wird mit a-Ketoglutarat und Nicotinamid-
adenindinukleotid (NADH) durch das Enzym GLDH zu L-Glutamat und NAD*
katalysiert. Die Oxidation von NADH zu NAD* wird photometrisch durch eine
Abnahme der Extinktionswerte bei A = 340 nm detektiert. Diese Abnahme ist

umgekehrt proportional zur Harnstoffkonzentration im Plasma [130, 131].

Inhalt:

Enzyme: GLDH = 9000 U/
Urease = 4000 U/l

Puffer: Tris-Salzsaure-Puffer 100 mmol/l
a-Ketoglutarat 6 mmol/l
NADH 0,20 mmol/l
Adenosin-5-Diphosphat 2 mmol/I
EDTA 4 mmol/Il
Stabilisatoren

Standard: Harnstoff 40 mg/dl

Vorbereitung:

Arbeitslosung: Reaktionsenzyme mit 16 ml Puffer bei Raumtemperatur mischen.

Versuchsablauf:

Je 3 pl Plasmaprobe (DF1), Standard bzw. Ampuwa (Leerwert) in Kuvetten
pipettieren. Zu diesen Ansatzen jew. 300 ul Arbeitsldsung einbringen, mischen
und nach jeweils 10 s die Extinktion im Photometer bei A = 340 nm messen. Die
erneute Extinktionsbestimmung erfolgt jew. nach 8 min.

Berechnung der Harnstoffkonzentrationen (c) unter Berucksichtigung der jew.
Extinktionsdifferenzen AE (t1=10 s, t2= 8 min):

mg

_ AEprope = AELcerwert
CHarnstoff [W] - A

E — AE X CStandard X DF
Standard Leerwert
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Nachweisgrenzen: 2 mg/dl - 300 mg/dl. Bei Konzentrationen uber der oberen
Nachweisgrenze bzw. bei einem Extinktionsabfall von = 0,8 wird die Plasmaprobe
mit Ampuwa verdunnt.

Phosphatkonzentration im Urin (LT-SYS® Phosphor, anorganisch)

Mit der Farbkomplexmethode wird die Phosphatkonzentration im Urin bestimmt.
Dabei bildet Phosphat mit Ammoniummolybdat in saurem Milieu einen
Phosphormolybdat-Komplex. Die resultierende Farbentwicklung ist direkt propor-
tional zur Phosphatkonzentration im Urin. Die Farbintensitat wird in Form von

Extinktionswerten mit Hilfe eines Photometers angegeben [132, 133].

Inhalt:

Reagenz: Ammoniummolybdat 12 mmol/l
Schwefelsaure 2,2 mol/l
Detergenzien
Stabilisatoren

Standard: Phosphat 1,29 mmol/l

Versuchsablauf:

Jew. 3 pl Urinprobe (DF 20), Standard bzw. Ampuwa (Leerwert) in Kuvetten
pipettieren. Zu diesen Ansatzen jew. 300 pl Reagenz einbringen, mischen und
fur ca. 10 min bei Raumtemperatur inkubieren. Danach Messung der
Extinktionen bei A = 340 nm.

Berechnung der Phosphatkonzentrationen (c) unter Berucksichtigung der jew.
Mittelwerte (MW) der Extinktionswerte (E):

mmol E — MWE
] Probe Leerwert x Csmndard X DF

C =
Phosphat [ l MW Esiondgara — MW Epcerwert

Nachweisgrenzen: 0,23 mmol/l - 4,84 mmol/l. Bei Konzentrationen uber der
oberen Nachweisgrenze, bzw. bei einer Extinktion von = 0,6 wird die Urinprobe
nochmals mit Ampuwa verdunnt und die Probe erneut gemessen.

Glucosekonzentration im Urin (LT-SYS® Glucose, Hexokinase)

Bei dieser Methode wird durch Kopplung von zwei enzymatischen Reaktionen
die Glucosekonzentration im Urin bestimmt. Bei der ersten Reaktion katalysiert
das Enzym Hexokinase die Phosphorylierung von Glucose durch den Energie-
trager ATP. In der darauffolgenden Redoxreaktion wird das entstandene
Glucose-6-Phosphat unter Einwirkung des Enzyms Glucose-6-Phosphat-Dehyd-
rogenase (G6P-DH) oxidiert und NAD* zu NADH+H" reduziert. Dabei nimmt die
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Extinktion am Photometer direkt proportional zu der ursprunglichen Glucosekon-
zentration zu [134, 135].

Inhalt:
Reagenz 1: TRIS Puffer pH 7,8 100 mmol/l
Mg?* 4 mmol/l
ATP 2,1 mmol/Il
NAD 2,1 mmol/Il
Reagenz 2: Mg?* 4 mmol/l
Hexokinase = 7500 U/l
G6P-DH > 7500 U/l
Standard: Glucose 5,55 mmol/l / 100 mg/dl
Vorbereitung:

Arbeitslosung: Vier Teile von Reagenz 1 mit einem Teil von Reagenz 2 mischen.

Versuchsablauf:

Je 5 pl Urinprobe (DF 1), Standard bzw. Ampuwa (Leerwert) in Kuvetten
pipettieren. Zu diesen Ansatzen jew. 500 ul Arbeitslésung einbringen, mischen
und fur mindestens 10 min bzw. maximal 30 min bei Raumtemperatur inkubieren.
Danach Messung der Extinktionen bei A = 340 nm.

Berechnung der Glucosekonzentrationen (c) unter Bertcksichtigung der Mittel-
werte (MW) der Extinktionswerte (E):

mmol] Eprobe — MW E corwert

C = X C X DF
Glucose [ [ MW EStandard - MW ELeerwert Standard

Nachweisgrenzen: 0,1 - 27,5 mmol/l. Bei Konzentrationen uber der oberen Nach-
weisgrenze bzw. bei einer Extinktion von = 0,6 wird die Urinprobe mit Ampuwa
verdunnt und die Probe erneut gemessen.

Albuminkonzentration im Urin (Active Motif® Albumin Blue Fluorescent Assay)

Mit dieser sensitiven Messmethode werden geringe Albuminkonzentrationen im
Urin detektiert. Dabei bindet das Farbreagenz Albumin Blue (Farbstoffreagenz
AM3) spezifisch an das in der Probe vorhandene Albumin, sodass ein fluoreszie-
render Farbkomplex entsteht. Mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors werden die
Ansatze mit A = 560 nm angeregt und die Emissionen bei A = 620 nm detektiert.
Dabei verhalt sich die Intensitat der Fluoreszenz direkt proportional zu den
Albuminkonzentrationen in den Proben [136, 137].

Inhalt:
Reagenz: Farbstoffreagenz AM3 250 Reaktionen
Puffer A 50 ml
Puffer B 10 ml
Standard: Albumin aus Mausserum 5mg
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Vorbereitung:

Stammldsung: Farbstoffreagenz AM3 in 1 ml Isopropanol auflésen.
Arbeitslosung: Stammlosung 1:50 mit Puffer A verdinnen.

Standard: 5 mg Albumin aus Mausserum in 1 ml Puffer B auflosen.
Standardreihe: Standard mit Puffer B verdunnen, um die jew. Standardkon-

zentrationen zu erhalten.

Versuchsablauf:

Urinproben vor Gebrauch zentrifugieren (1 min, 1000 g,). Jew. 20 pl des Uber-
stands der Urinprobe (DF 1), Standard (siehe Standardreihe) bzw. Puffer B (Leer-
wert) in Wells einer Mikrotiterplatte pipettieren. Jew. 100 ul Arbeitslésung hinzu-
geben, mischen, leicht schatteln und fur ca. 5 min bei Raumtemperatur (20-25°C)
inkubieren. Innerhalb von 30 min Messung der Intensitat des Fluoreszenzsignals
(Relative Fluorescence Counts) mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors (Tecan-
Spark® 10M) (Einstellung des Detektors: Exzitation: A = 560 nm, Emission: A =
620 nm, Signalverstarkung: 120, Anzahl der Lichtblitze: 3, Zeitverzogerung: O ys,
Integrationszeit: 40 ps).

Erstellung einer Standardkurve mit Bestimmung der Geradensteigung (m), um
die Albuminkonzentrationen der jew. Urinproben ermitteln zu kdnnen (Funktion:
y = mx+b, R? 2 0,95).

Berechnung der Albuminkonzentrationen (c) unter Berucksichtigung der jew.
Mittelwerte (MW) der Relativen Fluorescence Counts (RFC):

Hgy MW RFCprope = MW RFCpeerert

CAlbumin [_

= X DF
ml Mgtandardkurve

Nachweisgrenzen: 0,5 pg/ml - ca. 200 pg/ml. Bei Konzentrationen oberhalb der
oberen Nachweisgrenze wird die Probe entsprechend mit Puffer B verdinnt und
erneut gemessen.

Amiloridkonzentration im Urin (Fluoreszenzmessungq)

Die fluoreszierenden Eigenschaften von Amilorid ermdglichen die Bestimmung
der Amiloridkonzentrationen im Urin. Zu Beginn wird Amilorid aus dem Urin
extrahiert. Dafur wird die Urinprobe mit Natriumcarbonat (Na2CO3z) und mit Ethyl-
acetat versetzt. Nach Zentrifugation wird der Uberstand in Salzsaure (HCI) gege-
ben und die Losung erneut zentrifugiert. Die wassrige Phase mit dem geldsten
Amilorid wird mit A = 360 nm angeregt. Das enthaltene Amilorid fluoresziert blau.
Die dabei entstehenden Emissionen werden bei A = 405 nm gemessen [138].

Inhalt:

Reagenz:  Gesattigte Na,COs-Ldsung 25¢
Ethylacetat 600 pl/Ansatz
0,1 M HCI 120 pl/Ansatz

Standard:  Amiloride hydrochloride hydrate
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Vorbereitung:

Gesattigte Na2COg3-Losung: Loslichkeit 217 g/l Wasser (20°C). 25 g in 100 ml
Wasser I6sen. Uberstand entspricht der gesattigten Lésung.

Standardreihe: Standard jew. mit Ampuwa verdunnen, um die jew. Standardkon-
zentrationen zu erhalten.

Versuchsablauf:

Jew. 24 pl der Urinprobe (Spontanurin, DF 1), Standard (siehe Standardreihe)
und Ampuwa (Leerwert) mit 48 pl gesattigter Na2CO3-Lésung mischen. Zu den
Ansatzen 600 pl Ethylacetat hinzufugen und fur 10 s vortexen. Nach der Zentri-
fugation (t = 2 min, 3000 g) 480 pl des Uberstandes abpipettieren und in ein mit
120 pl HCI (0,1 M) befllltes Gefald Uberfuhren. Die Losungen fur 10 s vortexen
und anschlie®end zentrifugieren (t = 2 min, 3000 g). Jew. 100 ul der unteren
wassrigen Phase in die Wells einer Mikrotiterplatte pipettieren und eine Fluores-
zensmessung (Fluoreszenzdetektor Spark® 10M) durchfuhren: Exzitation: A =
360 nm, Emission: A = 405 nm.

Erstellung einer Standardkurve mit Bestimmung der Geradensteigung (m), um
die Amiloridkonzentrationen (c) der Urinproben ermitteln zu konnen (Funktion: y
=mx + b, R?20,95).

Berechnung der Amiloridkonzentrationen (c) unter Berucksichtigung der Mittel-
werte (MW) der Relativen Fluorescence Units (RFU):

X DF

umol] _ MW RFUp,ope — MW RFUcorwert

CAmilorid [ l
Mgtandardkurve

Proteaseaktivititsmessung im Urin (P-CHECK®)
Proteasen werden mit Hilfe des P-CHECK®-Verfahrens sensitiv detektiert.

Dieses Verfahren beruht auf einem physikalischen Prozess, der als Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) bezeichnet wird [139]. Dabei wird ein fluores-
zierender Donor und ein Akzeptor benotigt, welche einerseits in unmittelbarer
Nahe liegen und andererseits Uberschneidungen in den Emissionsspektren
aufweisen mussen [140, 141]. Bei dem P-CHECK®-Verfahren fungiert 7-
Methoxycoumarinyl-4-acetyl (Mca) als fluoreszierender Donor und Dinitrophenyl
(Dnp) als Akzeptor. Zwischen diesem Paar kann ,FRET® stattfinden, sodass
Energie vom Donor auf den Akzeptor ubergeht, was zu einer Abnahme der
Donor-Fluoreszenz fuhrt. Zwischen Mca und Dnp befindet sich eine
Peptidbibliothek, die aus funf Aminosauren besteht. Mit Ausnahme von Cystein
konnen alle 19 proteinogenen Aminosauren beliebig miteinander kombiniert
werden, sodass das Verfahren 19° mogliche Substrate beinhaltet. Bei der Anwe-

senheit von Proteasen wird das Substrat gespalten, sodass das Donor/Akzeptor-
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Paar getrennt wird. Dabei nimmt die FRET-Effizienz vom Donor auf den Akzeptor

ab und die Donor-Fluoreszenz nimmt zu. Die Intensitat der Fluoreszenz korreliert
direkt mit der Anwesenheit von Proteasen (siehe Abb. 13) [140, 142, 143].

Lys-D-Arg-NH,

+H,0

HZN\ II.VS-D-.krg-NH,

x rd

Abb. 13: Test-Prinzip P-CHECK®, entnommen aus [143].

Die Abb. zeigt die raumliche Nahe von dem fluoreszierenden Donor (Mca) und dem Akzeptor (Dnp).
Zwischen Donor und Akzeptor befindet sich eine Peptidbibliothek, X steht fir jeweils eine Amino-
saure der insgesamt 19 moglichen proteinogenen Aminosauren.

Oberer Bildauschnitt: Vor der Hydrolyse wird Energie vom Donor auf den Akzeptor Ubertragen
(FRET), FRET-Effizienz hoch, Fluoreszenz des Donors gering.

Unterer Bildausschnitt:

Die Protease hydrolysiert eine spezifische Peptidbindung,

das

Donor/Akzeptor-Paar wird raumlich getrennt, FRET-Effizienz verringert, Fluoreszenz des Donors
verstarkt sich und wird photometrisch quantifizierbar [140, 142].

Mca: 7-Methoxycoumarinyl-4-acetyl; Dnp: Dinitrophenyl; Lys: Lysin; Arg: Arginin; H.O: Wasser;
NHz: Amingruppe; COOH: Carboxylgruppe.

Inhalt:
P-CHECK®-Substrat

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Tris-Buffered Saline (TBS)

Vorbereitung:

FRET Paar: Mca und Dnp, integrierte
Peptidbibliothek

Organisches Losungsmittel

25mM Tris (pH 7,2), 150 mM NacCl

P-CHECK®-Substrat in 20% DMSO I6sen.
Urinproben (Spontanurin) vor der Anwendung zentrifugieren (22°C/1000g/5 min)

Versuchsablauf:
Ansatz:

Spontanurin (hier: Behandlungstag 3), jew. 102 yl TBS, 6 ul Spon-

tanurin (DF 1) und 12 yl P-CHECK® Substrat in Reagiergefalie
pipettieren und danach vortexen.
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Leerwert:  Jew. 108 pl TBS und 12 yl P-CHECK® Substrat in Reagiergefalle
pipettieren und danach vortexen.

Nach dem Vortexen der Ansatze werden diese bei 37°C in einem Hybridization
Oven mit Schuttelfunktion (70 Umdrehungen pro Minute) lichtgeschutzt durch
Aluminiumfolie fur insgesamt 48 Stunden inkubiert. Nach zwei Tagen werden
jew. 100 ul aus den unterschiedlichen Ansatzen in eine Mikrotiterplatte pipettiert.
Daraufhin wird umgehend die Fluoreszenz mit dem Fluoreszenzdetektor Spark®
10M-Tecan detektiert (Einstellungen: Anregungswellenlange A = 320 nm,
Emissionswellenlange A = 405 nm, Helligkeit 80, Anzahl der Lichtblitze 30).

2.2.4.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Konzentrationen von Aldosteron, Cystatin C und Aprotinin wurden mit der
ELISA-Methode  bestimmt. Diese Methode beruht auf Antigen-
/Antikorperreaktionen, die durch enzymatische Farbreaktionen detektiert werden.
Bei den Konzentrationsbestimmungen von Aldosteron und Aprotinin wurden
kompetitive ELISAs angewandt. Bei dieser Methode befinden sich auf der Mikro-
titerplatte gebundene spezifische Antikorper (capture antibody). Zu diesen Anti-
korpern werden sowohl die unmarkierten Analyten (Probe bzw. Standard) als
auch eine bekannte Menge an markierten Analyten beigefugt. Diese Analyten
konkurrieren um die begrenzten Bindungsstellen der Antikdrper. Daraufhin
werden Enzyme hinzugefugt, die mit Hilfe von Proteinen an die markierten
Analyten binden. Spezielle beigefugte Substrate werden durch diese Enzyme
katalysiert, wodurch ein Farbumschlag entsteht. Durch eine Stopp-Ldsung
werden diese Reaktionen angehalten und es entsteht ein photometrisch detek-
tierbarer Farbumschlag. Die Signalintensitat ist dabei umgekehrt proportional zu
der ursprunglichen Analytenkonzentration in der Ausgangsprobe [144-146].

Bei der Cystatin C-Bestimmung kam ein sogenannter Sandwich-ELISA zur
Anwendung. Wie auch bei der kompetitiven Methode befinden sich auf den
Mikrotiterplatten gebundene polyklonale Antikorper, die jeweils an ein Epitop des
zu bestimmenden Antigens binden (capture antibody). Im Gegensatz zu der
kompetitiven ELISA-Methode werden nun erneut enzymgebundene polyklonale
Antikorper beigefugt, sodass diese an ein anderes Epitop des Antigens binden
(detection antibody). Dadurch befindet sich das Protein zwischen zwei polyklo-
nalen Antikorpern (,Sandwich-ELISA®). Nun wird ein Substrat beigefugt, das

durch die an den detection Antikorper gebundenen Enzyme umgesetzt wird und
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dabei einen Farbumschlag verursacht. Diese Reaktion wird durch eine Stopp-
Losung unterbunden. Die photometrisch detektierbare Signalintensitat ist direkt
proportional zur Antigenkonzentration in der Probe [147-149].

Aldosteronkonzentration im Plasma (IBL, Aldosterone ELISA)

Inhalt:
Mikrotiterplatte (96 Wells) Wells mit Antikorper gegen
Aldosteron beschichtet
Enzymkonjugat Aldosteron-Horseradish Peroxidase
(HRP) Konjugat, in Protein-Puffer
Standard A-F, lyophilisiert Standard-Aldosteron (0; 20; 80; 200;
500; 1000 pg/ml)
Positivkontrolle, lyophilisiert enthalt Aldosteron in Protein-Puffer
Tetramethylbenzidin (TMB) Substratlosung
TMB Stopplésung 0,5 M Schwefelsaure (H2SO4)
Waschpuffer Waschpufferkonzentrat (40x)
Vorbereitung:
Standardreihe: Standard A-F jeweils mit 1 ml destilliertes Wasser (Aqua
dest.) ohne Schaumbildung mischen und aufldsen.
Kontrollen: Kontrollen mit 1 ml Aqua dest. ohne Schaumbildung mischen
und auflosen.
Waschpuffer: 30 ml Waschpuffer (40x) mit 1170 ml Aqua dest. mischen
(DF 40)

Versuchsablauf:

Jew. 25 ul Plasma, Standard und Kontrolle in die mit Antikdrpern gegen Aldoste-
ron beschichteten Wells der Mikrotiterplatte geben. Dazu jew. 100 pyl Enzymkon-
jugat hinzufugen, fur ca. 10 s mischen und ca. 60 min bei Raumtemperatur inku-
bieren. Danach Platte insgesamt 5x mit 400 ul Waschpuffer abwaschen und Flus-
sigkeitsreste auf Papiertichern ausklopfen. AnschlieRend jew. 200 pyl TMB
Substratlosung in die Wells hinzugeben und Platte fur ca. 30 min bei
Raumtemperatur inkubieren. Anhalten der Reaktion durch Zugabe von je 100 pl
TMB Stopplosung. Extinktion innerhalb von 10 min mit einem Photometer bei A =
450 nm bestimmen.

Die Extinktionswerte der Standards gegen deren Konzentrationen auftragen. Mit
Hilfe der Standardkurve Konzentrationen der jew. Plasmaproben berechnen.
Nachweisgrenzen: 5,7 - 1000 pg/ml. Bei Konzentrationen oberhalb der oberen
Nachweisgrenze wird die Probe mit Ampuwa verdinnt und erneut gemessen.
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Aprotininkonzentration im Urin (Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit)

Inhalt:

Mikrotiterplatte (96 Wells) Wells mit Antikdrper gegen Aprotinin
beschichtet

Detektionsreagenz A Biotin-markiertes Aprotinin

Detektionsreagenz B Avidin-konjugierte HRP

Probendiluent A/B

TMB Substrat

Stopplosung

Waschpuffer 30-fach konzentriert

Standard: Aprotinin Pulver, lyophilisiert (lyoph.) 1g (6000
Kallikrein-Inhibitor-Einheiten - KIU/mg)

Vorbereitung:

Standardreihe: Standard (Aprotinin) abwiegen und mit Phosphate

Buffered Saline (PBS) verdinnen, um unterschiedliche
Konzentrationen fur die Standardreihe zu erhalten.

Detektionsreagenz A: Detektionsreagenz A mit Probendiluent A verdunnen
(DF 75 bzw. DF 80).

Detektionsreagenz B: Detektionsreagenz B mit Probendiluent B verdunnen
(DF 80).

Waschpuffer: 20 ml Waschpuffer (30-fach konzentriert) mit 580 ml
Aqua dest. verdinnen (DF 30).

Probenvorbereitung:  Verdunnung der Urinproben mit PBS abhangig von der
ursprunglichen  Konzentration der implantierten
Aprotininpellets (Placebo: DF 5; Aprotinindosis 0,5
mg/Tag: DF 100; Aprotinindosis 2,0 mg/Tag: DF 500).

Versuchsablauf:

Jew. 50 pl Standard, Leerwert (PBS) bzw. vorverdunnte Proben in die mit Anti-
korper gegen Aprotinin beschichteten Wells pipettieren. Danach 50 pl vom
Detektionsreagenz A hinzufugen, Mikrotiterplatte abdecken (Lichtschutz) und mit
Hilfe eines Plattenschittlers ca. eine Stunde bei 37°C inkubieren. Dann
insgesamt 3x Wells mit jew. 350 ul Waschpuffer waschen und Flussigkeitsreste
auf Papiertichern ausklopfen. Jew. 100 ul vom Detektionsreagenz B in die Wells
geben und 30 min bei 37°C lichtgeschutzt inkubieren. Die obengenannten
Waschschritte insgesamt 5x ausfuhren. Anschlielend jew. 90 ul von der TMB-
Substratlosung in die Wells hinzugeben und 10-20 min bei 37°C lichtgeschutzt
inkubieren. Nun je 50 pl der Stopplosung in die Wells pipettieren. Der Farbum-
schlag von blau zu gelb kann nun zugig mit einem Photometer bei A = 450 nm
detektiert und quantifiziert werden.

Berechnung der Aprotininkonzentrationen anhand der Standardreihe.
Nachweisgrenzen: 0,53 ng/ml - 100 ng/ml. Bei Konzentrationen oberhalb der
oberen Nachweisgrenze wird die Probe entsprechend mit PBS verdinnt und
erneut gemessen.
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Cystatin C-Konzentration im Urin und Plasma (Quantikine® ELISA - Mouse/Rat)

Inhalt:

Mikrotiterplatte (96 Wells) Wells mit Antikbrper gegen Cystatin-
C beschichtet

Cystatin C-Konjugat HRP-gebundene Antikorper gegen
Cystatin C

Cystatin C-Standard, lyoph.

Cystatin C-Kontrolle, lyoph.

Assay Diluent RD1W Gepufferte Protein-Losung

Calibrator Diluent-Konzentrat RD5-26

Waschpuffer-Konzentrat 25-fach konzentriert

Farbreagenz A Wasserstoffperoxid

Farbreagenz B TMB

Stopplosung Salzsaure

Vorbereitung:

Cystatin C-Kontrolle: Cystatin C-Kontrolle in 1,0 ml Aqua dest. auflosen.

Waschpuffer-Losung: 20 ml Waschpuffer-Konzentrat (25-fach konzentriert)
mit 480 ml Aqua dest. mischen (DF 25).

Substrat-Losung: Farbreagenz A und B miteinander mischen (1:1).

Calibrator Diluent (DF 4): 20 ml Calibrator Diluent-Konzentrat RD5-26 mit 60 ml
Aqua dest. mischen (DF 4).

Standardreihe: Cystatin C-Standard (8000 pg/ml) jew. mit unter-
schiedlichen Volumina von Calibrator Diluent (DF 4)
verdunnen, um die Standardreihe herzustellen.

Probenvorbereitung: Plasmaproben 200-fach (DF 200)/Urinproben je nach
Versuchsgruppe 100/200-fach (DF 100 - 200) mit
Calibrator Diluent (DF 4) verdunnen.

Versuchsablauf:

Jew. 50 pl Assay Diluent RD1W in die mit Antikorpern gegen Cystatin C
beschichteten Wells pipettieren. Danach 50 yl Standard, Cystatin C-Kontrolle,
Leerwert (Calibrator Diluent DF 4) und vorverdunnte Proben hinzufigen, Mikroti-
terplatte mit Streifen abdecken und bei Raumtemperatur fur 2 Stunden inkubie-
ren. 400 ml Waschpuffer-Losung in jedes Well geben, Waschvorgang insgesamt
5x wiederholen. Jew. 100 pl Cystatin C-Konjugat in die einzelnen Wells
pipettieren, Mikrotiterplatte erneut mit Streifen abdecken und bei Raumtempera-
tur fur 2 Stunden inkubieren. Waschvorgange (siehe oben) 5x wiederholen. Jew.
100 pl Substrat-Losung hinzufugen und lichtgeschutzt fur 30 min bei Raumtem-
peratur inkubieren. AnschlieRend Reaktion mit jew. 100 ul Stopplésung beenden
und innerhalb 30 min die Extinktionswerte bei A = 450 nm bestimmen.

Mit Hilfe der Standardkurve konnen die jew. Extinktionswerte der Proben in
Cystatin C-Konzentrationen umgerechnet werden.

Nachweisgrenzen: 3,93 pg/ml - 8000 pg/ml. Bei Konzentrationen oberhalb der
der oberen Nachweisgrenze werden die Proben mit Calibrator Diluent (DF 4)
verdunnt und erneut gemessen.
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2.2.5 Gewebeanalysen der Nieren

2.2.5.1 Histologie

Die histologischen Untersuchungen erfolgten in der Nephropathologischen
Abteilung von Frau Prof. Dr. K. Amann am Universitatsklinikum Erlangen durch
Herrn Prof. Dr. C. Daniel. Dafur wurden Nieren verwendet, die zuvor in PFA
gelagert wurden. Nach der Anfertigung von 2 ym dicken Paraffinschnitten erfolgte
eine Farbung durch die Periodic Acid-Schiff (PAS)-Reaktion und eine Beurteilung
der Nieren auf histopathologische Veranderungen. Zudem wurden die Nieren auf
glomerulare bzw. tubulare Schaden untersucht. Zur Beurteilung von glomerularer
Schaden erfolgte die semiquantitative Bestimmung des Glomerulosklerose-Index
(GSI Score) [150]. Entsprechend wurde zur Untersuchung tubularer Schaden der
Tubulointerstitielle Schadigungsindex (TSI Score) bestimmt [151]. Zur genaueren
Lokalisation der tubularen Schaden erfolgte eine immunhistochemische Farbung
auf Kidney Injury Molecules-1 (KIM-1), als spezifischer renaler Indikator fur eine
proximal tubulare Schadigung [152]. Zudem erfolgte eine immunhistochemische
Farbung zur Beurteilung der Expression der y-ENaC Untereinheit des ENaC. Um
eine mogliche Akkumulation von Aprotinin im Nierengewebe detektieren zu
konnen, wurde sowohl eine immunhistochemische Farbung auf Aprotinin als

auch eine elektronenmikroskopische Untersuchung der Nieren durchgefuhrt [35].

2.2.5.2 Western Blot

Die renale Expression der y-ENaC Untereinheit und dessen proteolytische Akti-
vierung wurde mittels Western Blot untersucht [35]. Bei diesem Verfahren werden
Proteine mit spezifischen Antikorpern identifiziert und abhangig von deren Mole-
kulargewicht bzw. Ladungseigenschaften mit Hilfe einer Gelelektrophorese
aufgetrennt und in Form von Banden detektiert. Dadurch ist eine qualitative und
semiquantitative Bestimmung von Proteinen, wie beispielsweise der y-ENaC
Untereinheit und deren Schnittstellen moglich [153]. Fur die Western Blots
wurden die in Stickstoff schockgefrorenen und bei -80°C gelagerten Nieren
verwendet. Diese wurden halbiert und der Nierenkortex mit einem Skalpell
gewonnen. Nach der Homogenisierung in einem Lysepuffer wurden die Proben
mit Peptide:N-glycosidase F (PNGase F) deglykolysiert [35, 122, 154, 155]. Zur

39



Material und Methoden

Detektion wurde als primarer Antikdrper der polyklonale y-ENaC Antikorper der
Firma StressMarqg (SPC-405D) verwendet. Nach der Applikation des fluoreszie-
renden sekundaren Antikorpers ,IRDye 800CW* (LI-COR Biosciences GmbH)
wurden die Banden mit einem Fluoreszenzscanner (LI-COR Odyssey®) detek-
tiert. Als Kontrolle und zur Normalisierung wurde die gesamte Proteinmenge mit
.Revert Total Protein Stain“ (LI-COR Biosciences GmbH) gemessen [35, 122].

2.2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft Office Excel 2016
und GraphPad Prism 8.0.2. Bei den statistischen Berechnungen wurde ein
Signifikanzniveau von 5% (p < 0,05) festgelegt. Zuerst wurden folgende Tests auf
Normalverteilung der Daten durchgefuhrt: Anderson-Darling Test, D’Agostino &
Pearson Test, Shapiro-Wilk Test und Kolmogorov-Smirnov Test. Sofern
mindestens ein Test keine Normalverteilung ergab, wurden die Datensatze als
nicht normalverteilt gewertet [35].

Die Signifikanztestung zweier Versuchsgruppen erfolgte bei normalverteilten,
ungepaarten Daten mit dem unpaired t-Test und bei nicht normalverteilten Daten
mit dem Mann-Whitney Test. Entsprechend wurde bei gepaarten, normalverteil-
ten Daten der paired t-Test und bei gepaarten, nicht normalverteilten Daten der
Wilcoxon-Test angewandt. Die Signifikanztestung von mehr als zwei Versuchs-
gruppen wurde bei ungepaarten, normalverteilten Daten mit one-way ANOVA
und den Post-hoc Dunnett’s, Tukey’s bzw. Sidak's multiple comparisons Tests
durchgefuhrt. Bei nicht normalverteilten, ungepaarten Daten erfolgte die Signifi-
kanztestung mit dem Kruskal-Wallis Test und dem Post-hoc Dunn’s multiple
comparisons Test. Bei gepaarten, normalverteilten Daten wurde der Repeated
Measures (RM) one-way ANOVA oder mixed effects analysis mit jeweils dem
Post-hoc Dunnett’'s multiple comparison Test durchgefuhrt. Dabei erfolgte stets
die sogenannte Geisser-Greenhouse Korrektur. Gepaarte, nicht normalverteilte
Daten wurden mit dem Friedmann Test und dem darauffolgenden Dunn’s
multiple comparison Test analysiert. Um den linearen Zusammenhang zwischen
zwei Parametern bestimmen zu konnen, wurde der Korrelationskoeffizient r nach
Pearson und der Determinationskoeffizient r> berechnet. Der Ausreifiertest nach
Grubbs (a = 0,01%) wurde einmalig durchgefuhrt (siehe Abb. 36 B) [35].
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3. Ergebnisse

Von den in den Grafiken und im Text dargestellten Messwerten sind die Mittel-
werte und der jeweilige Standardfehler des Mittelwerts (Standard error of the
mean, SEM) angegeben (Mittelwert + SEM).

3.1 Versuch 1: Renale Effekte von Aprotinin unter
dem Stressmodell Niedrigsalzdiat

Die folgenden Ergebnisse beziehen sich auf die in 2.2.3.1 beschriebenen
Versuchsablaufe. Bei den Versuchen wurde zur moglichen Verstarkung der
renalen Effekte von Aprotinin ein Stressmodell mit einer simultanen Niedrigsalz-
diat zur Induktion eines Salzmangels etabliert. Durch die Placebo- bzw.
Aprotininpelletimplantationen und die verschiedenen Diaten wurden vier
Versuchsgruppen festgelegt, die im Verlauf stets dargestellt und in Relation

gesetzt werden.

3.1.1 Allgemeine Daten zum Versuchsablauf

3.1.1.1 Korpergewicht

A Korpergewichtsverlauf B Koérpergewichtsdifferenz
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=3 Placebo+Kontrolle (n=8-14) m== Placebo+Niedrigsalz (n=8)
=3 Aprotinin+Kontrolle (n=4-6) = Aprotinin+Niedrigsalz (n=13)

Abb. 14: Korpergewicht nach Pelletimplantation, publiziert in [35].

A: Korpergewichtsverlauf nach der Pelletimplantation (Tag 0), Darstellung der prozentualen
Gewichtsdifferenz [%] in Bezug zum Ausgangsgewicht an Tag 0.

B: Korpergewichtsdifferenz zwischen Tag 9 und Tag 0 [%].

*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe; §: p < 0,05 zur Kontrolldiat; #: p < 0,05 zu Tag 0; horizontale,
unterbrochene Linie: Ausgangsgewicht bei Pelletimplantation (Tag 0).

AKGW: Koérpergewichtsdifferenz; n: Fallzahl.
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Am Tag der Pelletimplantation (Tag 0) betrug das durchschnittliche absolute
Korpergewicht der Mause aller Versuchsgruppen 27,2 + 0,6 g. Einer zwischen-
zeitlichen leichten Gewichtszunahme der Kontrolldiatgruppen an Tag 1 nach der
Pelletimplantation folgte eine Gewichtsabnahme. Dabei lag das Gewichtsmini-
mum bei der Placebogruppe (Placebo+Kontrolle, P+K) an Tag 3 bei-1,9 + 0,5 %
(p = 0,06) und bei der Aprotiningruppe (Aprotinin+Kontrolle, A+K) an Tag 5 bei
-2,9 £ 0,7 % (p = 0,04) des jeweiligen Ausgangsgewichts an Tag 0. Danach stieg
das Korpergewicht wieder an, sodass bei beiden Versuchsgruppen das
Ausgangsgewicht an Tag 0 (nahezu) wieder erreicht wurde. Unter Niedrigsalzdiat
zeigte sich nach der Pelletimplantation eine deutliche Gewichtsabnahme mit
einem Gewichtsminimum bei der Placebogruppe (Placebo+Niedrigsalz, P+N) an
Tag 6 von -3,5 + 0,9 % (p = 0,006) und bei der Aprotiningruppe (Aprotinin+Nied-
rigsalz, A+N) an Tag 7 von -9,1 + 1,6 % (p < 0,0001) des Ausgangsgewichts an
Tag 0. Danach stieg wie bei den Kontrolldiatgruppen das Korpergewicht bis Tag
9 wieder an, bei der Aprotiningruppe lag das mittlere Korpergewicht allerdings im
Verlauf weiterhin deutlich unter den Ausgangswerten (Abb. 14 A).

In Abb. 14 B ist die prozentuale Korpergewichtsdifferenz zwischen Tag 9 und Tag
0 dargestellt. Unter Niedrigsalzdiat und Aprotininbehandlung lag das Korperge-
wicht bei-7,1 £ 1,3 % des Gewichts an Tag 0 und war sowohl signifikant niedriger
zur Placebogruppe (P+N, p = 0,006) als auch zu den aprotininbehandelten Tieren
unter Kontrolldiat (A+K, p = 0,02). Das Korpergewicht der restlichen Versuchs-
gruppen lag an Tag 9 hingegen wieder im Bereich der Ausgangswerte an Tag 0.
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3.1.1.2 Taglich erhobene Daten
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Abb. 15: Taglich erhobene Daten, publiziert in [35].

A: Zeitlicher Verlauf der Futtermenge in Bezug auf das jew. Kérpergewicht [mg/g KGW].

B: Zeitlicher Verlauf der Trinkmenge in Bezug auf das jew. Korpergewicht [ul/g KGW].

C: Zeitlicher Verlauf der Urinausscheidung in Bezug auf das jew. Kérpergewicht [ul/g KGW].
D: Zeitlicher Verlauf der Flussigkeitsbilanz (Urinausscheidung/Trinkmenge) [ml/ml].

*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe; §: p < 0,05 zur Kontrolldiat; #: p < 0,05 zu Tag 0.

KGW: Korpergewicht; n: Fallzahl.

Unter bestehender Niedrigsalzdiat nahm die Fressmenge am postoperativen Tag

bei den placebo- und aprotininbehandelten Tieren auf ca. 76% (P+N, p = 0,002)

bzw. 53% (A+N, p = 0,04) der Ausgangswerte am Tag der Pelletimplantation (Tag

0) ab. Zwischenzeitlich (Tag 4 bzw. Tag 5) lag die Fressmenge der beiden

Aprotiningruppen signifikant unter der der Placebogruppen. Unter Niedrigsalzdiat

tranken die aprotininbehandelten Mause an Tag 1 (153 £ 16 ul/g KGW) etwa 30%
weniger (p = 0,046) als die placebobehandelten Tiere (218 + 25 pl/g KGW).
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Insgesamt betrachtet waren diese Veranderungen in der Fress- und Trinkmenge
nur vorubergehend, sodass im Verlauf keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den Behandlungsgruppen mehr nachweisbar waren (Abb. 15 A, B). Die
Urinausscheidung und die Flussigkeitsbilanz blieb nach der Pelletimplantation
und dem Diatwechsel relativ konstant (Abb. 15 C, D).

3.1.2 Urin-Proteaseaktivitat und ENaC bedingter Natrium-
transport

3.1.2.1 Aprotininkonzentration im Urin

Urin-Aprotininkonzentration
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Abb. 16: Aprotininkonzentration im Urin, publiziert in [35].

Zeitlicher Verlauf der Aprotininkonzentration im Urin [ug/ml] nach der Aprotininpelletimplantation an
Tag 0 (Aprotinindosis: 2,0 mg/Tag). Konzentrationen jew. getrennt nach Diat dargestellt.
n: Fallzahl.

Nach der Aprotininimplantation (Tag 0) setzten die Pellets eine tagliche
Aprotinindosis von 2,0 mg uber zehn Tage frei. Unabhangig von der Diat betrug
die mittlere Aprotininkonzentration im Urin zwischen Tag 2 und Tag 8 291 + 45
pug/ml. Getrennt nach Diat lag die mittlere Urin-Aprotininkonzentration unter
Niedrigsalzdiat mit 340 + 85 pg/ml um etwa 39% hoher als unter Kontrolldiat (244
+ 35 pg/ml), der Unterschied erreichte keine Signifikanz. An Tag 2 nach der
Pelletimplantation wurde bei beiden Diaten ein Konzentrationsmaximum von 848
+ 227 pg/ml (Niedrigsalzdiat) bzw. 436 + 76 ug/ml (Kontrolldiat) detektiert, auch
hier war der Unterschied nicht signifikant. Nach diesem Peak fielen die Aprotinin-

konzentrationen im Urin ab, sodass die Konzentrationskurven einen ahnlichen
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Verlauf zeigten. Am 8. Tag nach Beginn der Aprotininbehandlung wurde eine
Urin-Aprotininkonzentration von 117 + 20 pg/ml unter Niedrigsalzdiat bzw. von

137 £ 27 pg/ml unter Kontrolldiat gemessen.
3.1.2.2 Proteaseaktivitat im Urin

Urin-Proteaseaktivitat
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= AprotinintKontrolle (n=6) B Aprotinin+Niedrigsalz (n=6)

Abb. 17: Proteaseaktivitat im Urin, publiziert in [35].

Proteaseaktivitat im Urin [RFU]. Spontanurinproben an Tag 3.
*. p < 0,05 zur jew. Placebogruppe.
RFU: Relative Fluorescence Units; n: Fallzahl.

Um den Effekt des Serinprotease-Inhibitors Aprotinin auf die Gesamturinpro-
teaseaktivitat zu bestimmen, erfolgte eine Messung der Proteaseaktivitat aus
Spontanurinproben an Tag 3 nach der Pelletimplantation. Diatunabhangig nahm
die Gesamtproteaseaktivitat im Urin bei den Aprotiningruppen verglichen mit den
Placebogruppen ab. Unter Salzrestriktion war diese Abnahme von etwa 31%
(P+N: 10534 + 1171; A+N: 7261 + 461 RFU) signifikant (p = 0,02). Getrennt nach
Diat fiel unter Niedrigsalzdiat im Vergleich zur Kontrolldiat eine um jeweils 27 %

bzw. um 34 % hohere Gesamtproteaseaktivitat im Urin auf.
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3.1.2.3 Versuch 1.1: Amilorid-sensitive Natriurese

Der Versuchsablauf wird in Absatz 2.2.3.1 beschrieben. In diesem Teilversuch
wurde mit Hilfe von intraperitonealen Ampuwa- bzw. Amiloridinjektionen die
Amilorid-sensitive Natriurese bestimmt und dadurch die Effekte von Aprotinin auf

den ENaC bedingten Natriumtransport untersucht.

Amiloridkonzentration im Urin
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Abb. 18: Amiloridkonzentration im Urin, publiziert in [35].

Amiloridkonzentration im Urin [umol/l]. Als Urinproben wurden jew. 6-Stunden-Sammelurine nach
den Amiloridinjektionen (10 pg/g KGW) verwendet.

*. p < 0,05 zur jew. Placebogruppe.

n: Fallzahl.

Nach der Amiloridinjektion (10 pg/g KGW) wurde im 6-Stunden-Sammelurin die
Amiloridkonzentration bestimmt. Unter Salzrestriktion und Aprotininbehandlung
(A+N: 272 = 68 pmol/l) lagen die Amiloridkonzentrationen verglichen mit der
Placebogruppe (P+N: 111 £ 19 pymol/l) um das 2,5-fache hoher (p = 0,04). Bei
den restlichen Versuchsgruppen unterschieden sich die Amiloridkonzentrationen

nicht wesentlich voneinander.
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A Natriurese (Veh. + Amil.) B Amilorid-sensitive Natriurese
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Abb. 19: Natriurese und Amilorid-sensitive Natriurese, publiziert in [35].

A: 6-Stunden-Natriurese [umol/6h] nach Vehikel- (Ampuwa) bzw. Amiloridinjektion (10 ug/g KGW,
graue Balken).

B: Amilorid-sensitive Natriurese (Amil./VVeh.: siehe A) [Faktor X].

§: p < 0,05 zur Kontrolldiat; #: p < 0,05 zu den jew. Ampuwainjektionen (Vehikel).

Veh.: Vehikel (Ampuwa); Amil.: Amilorid; n: Fallzahl; h: Stunde(n).

In Abb. 19 A ist die 6-Stunden-Natriurese nach den intraperitonealen Vehikel-
(Ampuwa) bzw. Amiloridinjektionen (10 pg/g KGW) dargestellt. Unabhangig von
der Diat und der Behandlung stieg die 6-Stunden-Natriurese nach den
Amiloridinjektionen um ein Vielfaches an, dabei war die Natriurese zwischen den
Versuchsgruppen nicht signifikant verschieden. Nach den Vehikelinjektionen war
die Natriurese bei Niedrigsalzdiat im Vergleich zur Kontrolldiat erwartungsgemaf
deutlich geringer.

In Abb. 19 B ist die Amilorid-sensitive Natriurese dargestellt. Dabei wurde der
Anstieg der Natriurese nach den Amilorid-Injektionen als Faktor entsprechend
der Steigung in Abb. 19 A berechnet. Zwischen der Aprotinin- und der
Placebogruppe gab es bezuglich der Amilorid-sensitiven Natriurese bei beiden
Diaten keine wesentlichen Unterschiede. Unter Niedrigsalzdiat war die Amilorid-
sensitive Natriurese verglichen mit der Kontrolldiat um das 9-fache (P+N; P+K, p
= 0,0008) bzw. 9,8-fache (A+N; A+K, p = 0,10) deutlich gesteigert.
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3.1.3 Natriumhaushalt und Glomerulare Filtrationsrate (GFR)

3.1.3.1 Elektrolyte im Urin
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Abb. 20: Elektrolyte im Urin, publiziert in [35].

A: Zeitlicher Verlauf der 24-Stunden-Natriurese [umol/24h].

B: Verhaltnis Urin-Na*/K*, Mittelwerte zwischen Tag 2-9 nach der Pelletimplantation (Tag 0).
*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe; §: p < 0,05 zur Kontrolldiat; #: p < 0,05 zu Tag 0.

Na*: Natrium; K*: Kalium; h: Stunde(n); n: Fallzahl.

Um die Effekte der Aprotininbehandlung auf den Salz- und Elektrolythaushalt zu
untersuchen, erfolgte eine Bestimmung der Elektrolyte im Urin.

Unter Kontrolldiat blieb die 24-Stunden-Natriurese bei beiden Versuchsgruppen
im Verlauf konstant auf ahnlichem Niveau. Bereits am 1. Tag nach dem Futter-
wechsel auf die Niedrigsalzdiat (Tag 0) nahm die Natriurese bei beiden Versuchs-
gruppen deutlich ab und war wahrend der gesamten Versuchsdauer in Bezug auf
die Kontrolldiat signifikant niedriger. Unter Niedrigsalzdiat und Placebobehand-
lung lag das Minimum der Natriurese an Tag 2 mit 4,1 £ 1,0 ymol/24h bei 1,4%
des Ausgangswerts von 302 + 53 ymol/24h (p < 0,0001). Unter Niedrigsalzdiat
fiel auch bei den aprotininbehandelten Mausen die Natriurese an Tag 2 (31,1 £
10,6 pmol/24h) auf ca. 11% der Ausgangswerte an Tag 0 (279 + 21 ymol/24h)
deutlich ab (p < 0,0001). Die Natriurese war hierbei jedoch im Vergleich zur
Placebogruppe um das etwa 8-fache hoher (p = 0,007). Signifikante Unter-
schiede der Natriurese zwischen den Behandlungsgruppen waren bis
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einschlieBlich Tag 4 nach der Pelletimplantation (Tag 0) nachweisbar. Ab Tag 5
verlief die Natriurese parallel auf ahnlich niedrigem Niveau (Abb. 20 A).

In Abb. 20 B ist das Natrium/Kalium Verhaltnis im Urin dargestellt. Dafur wurden
die Mittelwerte zwischen Tag 2 und Tag 9 berechnet. Unter Kontrolldiat war das
Verhaltnis beider Versuchsgruppen identisch. Unter Niedrigsalzdiat lag das
Verhaltnis bei der Aprotiningruppe (0,067 £+ 0,006) im Vergleich zur Place-
bogruppe (0,028 £+ 0,006) um das etwa 2,4-fache hoher (p = 0,03).

3.1.3.2 Glomerulare Filtrationsrate
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Abb. 21: Plasma-Cystatin C und Plasma-Harnstoff, publiziert in [35].

A: Cystatin C im Plasma [ng/ml] an Tag 9.
B: Harnstoff im Plasma [mg/dI] an Tag 9.
*. p < 0,05 zur jew. Placebogruppe.

n: Fallzahl.

Die Cystatin C-Konzentrationen im Plasma waren bei den Aprotiningruppen
sowohl unter Kontroll- (438 + 26 ng/ml) als auch unter Niedrigsalzdiat (505 £ 29
ng/ml) im Vergleich zu Placebobehandlung (P+K: 342 + 18 ng/ml; P+N: 321 + 18
ng/ml) um etwa 28% (p = 0,007) bzw. 57% (p = 0,0002) hdher (Abb. 21 A). Die
Harnstoffkonzentrationen im Plasma verhielten sich vergleichbar. Diese waren
bei der Aprotininbehandlung unter Kontrolldiat (77 + 8 mg/dl) um das 1,5-fache
und unter Niedrigsalzdiat (83 £ 10 mg/dl) um das 2,3-fache im Vergleich zu der
Placebobehandlung (P+K: 51 + 6 mg/dl; P+N: 36 £ 5 mg/dl) erhoht (p = 0,03 bzw.
p = 0,002) (Abb. 21 B).
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3.1.3.3 Plasma-Aldosteron und Blutgasanalyse

Plasma-Aldosteron
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Abb. 22: Plasma-Aldosteron, publiziert in [35].

Aldosteronkonzentration im Plasma [pg/ml] an Tag 9.
*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe; §: p < 0,05 zur Kontrolldiat.
n: Fallzahl.

Das Hormon Aldosteron als wichtiger Regulator des Salzhaushalts bzw. der
ENaC-Expression/Aktivitat wurde ebenfalls im Plasma bestimmt. Unter Kontroll-
diat lagen die Aldosteronkonzentrationen bei der Aprotiningruppe (458 + 70
pg/ml) im Vergleich zur Placebogruppe (308 £+ 43 pg/ml) im Mittel um das etwa
1,5-fache hoher (p = 0,096). Unter Niedrigsalzdiat wurden in der Aprotiningruppe
(1093 = 105 pg/ml) etwa 1,7-fach signifikant hohere Aldosteronkonzentrationen
als in der Placebogruppe (654 + 39 pg/ml) (p = 0,005) gemessen. Unter Niedrig-
salzdiat lagen die Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolldiat sowohl bei der
Placebogruppe um etwa das 2,1-fache (p < 0,0001) als auch bei der
Aprotiningruppe um das circa 2,4-fache (p = 0,0003) hoher.
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Tabelle 8: Blutgasanalyse.

BGA an Tag 9.
§: p < 0,05 zur jew. Kontrolldiat.
HCOs3 std: Standardbikarbonat; Hb: Hamoglobin; n: Fallzahl.

Parameter Placebo + Aprotinin +
Kontrolle (n=3-5) Kontrolle (n=5-6)

pH 7,27 0,02 7,28 + 0,02 7,28 + 0,01 7,28 +0,01
Natrium [mM] 149+ 1 151+1 150+ 1 152+1
Kalium [mM] 48+0,1 45102 4,202 (5) 4,0+0,1(8)
HCO, std [mM] 20,2 +1,4 19,9+ 0,6 22,2+0,5 22,3+0,5(8)
Hamatokrit [%] 46,7 +0,3 45,9 +1,5 48,1+0,8 47,9 +0,9
Hb [g/dI] 15,4 +0,1 151+0,5 15,9 +0,3 15,8+ 0,3
Calcium [mM] 0,97 + 0,02 0,97 + 0,04 0,97 + 0,03 0,94 0,02

An Tag 9 erfolgte vor der Totung eine vendse Blutgasanalyse. Unter Niedrigsalz-
diat waren die Kaliumkonzentrationen sowohl bei der Placebogruppe (4,2 + 0,2
mM) als auch bei der Aprotiningruppe (4,0 + 0,1 mM) verglichen mit den
Versuchsgruppen unter Kontrolldiat (P+K: 4,8 £ 0,1 mM; A+K: 4,5 £ 0,2 mM)
erniedrigt (p = 0,03 bzw. 0,02). Die Standardbikarbonatwerte lagen bei den
aprotininbehandelten Mausen unter Niedrigsalzdiat (22,3 + 0,5 mM) im Vergleich
zur gleichen Behandlungsgruppe unter Kontrolldiat (A+K: 19,9 + 0,6 mM) hoher
(p = 0,01). Die weiteren Parameter unterschieden sich nicht wesentlich

voneinander.
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3.1.3.4 Renale y-ENaC Expression

Um die Effekte von Aprotinin auf die renale y-ENaC Expression und seine
proteolytische Aktivierung unter Niedrigsalz- bzw. Kontrolldiat zu untersuchen,
wurden die entnommenen Nieren sowohl immunhistochemisch als auch im

Western Blot analysiert.

Immunhistochemie
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Abb. 23: Imnmunhistochemie y-ENaC und y-ENaC Score, publiziert in [35].

Apratinin+Niedrigsalz (n=4)

A: Reprasentative IHC-Schnitte mit y-ENaC Farbung (braun).
B: y-ENaC Score, erhoben gemaf der IHC Farbung (siehe A).
*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe; §: p < 0,05 zur Kontrolldiat.
IHC: Immunhistochemie; n: Fallzahl.

Die renale y-ENaC Expression wurde mittels Immunhistochemie untersucht.
Hierbei zeigte sich unter Niedrigsalzdiat im Vergleich zur Kontrolldiat eine
deutlich starkere Expression (Abb. 23 A).

Entsprechend ergab das Scoring der y-ENaC Farbung (0-3) bei den Versuchs-
gruppen unter Niedrigsalzdiat im Vergleich zur Kontrolldiat um den Faktor 1,9
(Placebo, p < 0,0001) bzw. 1,6 (Aprotinin, p = 0,0002) hohere Werte. Zudem war
das Scoring unter Kontrolldiat bei der Aprotiningruppe verglichen mit der Place-
bogruppe ebenfalls erhoht (p = 0,03) (Abb. 23 B).
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Western Blot
Western Blot: y-ENaC
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Abb. 24: Western Blot und Densitometrie: y-ENaC, publiziert in [35].

A: Reprasentativer Western Blot zur Analyse der proteolytischen Aktivierung des y-ENaC, nach der
Deglykolysierung (PNGase F) wurden die Fragmente des y-ENaC bei 67, 56, und 50 kDa detektiert.
Diese Banden (griin) entsprechen der jew. ungespaltenen (67 kDa), der Furin-gespaltenen (56
kDa) und der vollstandig gespaltenen (50 kDa) Form.

B-D: Densitometrie der in A detektierten Banden bei 67, 56 und 50 kDa, die Signalintensitat (RU)
wurde auf das jew. detektierte Gesamtprotein normiert.

*: p < 0,05 zur Placebogruppe; §: p < 0,05 zur Kontrolldiat.
RU: Relative Units; kDa: Kilodalton; n: Fallzahl.

Die weitere Analyse der proteolytischen Aktivierung des y-ENaC erfolgte mittels
Western Blot. Nach der Behandlung mit PNGase F wurden die y-ENaC
Fragmente als Banden mit einer GrofRe von 67, 56 und 50 kDa entsprechend der
ungespaltenen, Furin-gespaltenen und vollstandig gespaltenen Form detektiert
(siehe Abb. 24 A). Mittels Densitometrie wurde die Signalintensitat der Banden
ermittelt und mit den anderen Versuchsgruppen in Relation gesetzt. Bei der
ungespaltenen Form (67 kDa) gab es zwischen den Versuchsgruppen keine
signifikanten Unterschiede. In der Placebogruppe unter Kontrolldiat war die
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Expression des vollstandig geschnittenen y-ENaC (50 kDa) niedrig und stieg
unter Niedrigsalzdiat tendenziell an. Unter Kontrolldiat hatte die Aprotininbehand-
lung keine wesentlichen Effekte auf die y-ENaC Expression. Unter Niedrigsalz-
diat stieg die Expression der proteolytisch gespaltenen Formen (56, 50 kDa) bei

der Aprotiningruppe im Vergleich zur Kontrolldiat bzw. zur Placebogruppe
signifikant an (siehe Abb. 24 B-D).

3.1.4 Proximaler Tubulus - Funktionsmarker
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Abb. 25: Proximaler Tubulus - Funktionsmarker, publiziert in [35].

A: Cystatin C im Urin an Tag 4 und Tag 8 [ng/mg Kreal.
B: Glukose im Urin an Tag 4 und Tag 8 [umol/mg Kreal].
C: Albumin im Urin an Tag 4 und Tag 8 [ug/mg Krea].

D: Phosphat im Urin an Tag 4 und Tag 8 [mmol/mg Krea].
*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe.

Krea: Kreatinin; n: Fallzahl.
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Um die Effekte von Aprotinin auf den proximalen Tubulus zu untersuchen,
wurden die tubularen Funktionsmarker Cystatin C, Glukose, Albumin und
Phosphat im Urin bestimmt. Die Cystatin C-Urinausscheidung (Abb. 25 A), die
Glucosurie (Abb. 25 B) und die Albuminurie (Abb. 25 C) waren bei den aprotinin-
behandelten Mausen verglichen mit der Placebobehandlung diatunabhangig an
Tag 4 und an Tag 8 erhoht. Die Phosphatausscheidung (Abb. 25 D) unterschied
sich hingegen nicht wesentlich zwischen den Versuchsgruppen.
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3.1.5 Nierenhistologie

3.1.5.1 PAS-Farbung, TSI und GSI Score
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Abb. 26: PAS-Farbung, TSI und GSI Score, publiziert in [35].

A: Reprasentative PAS (Periodic acid-Schiff)-Farbungen der an Tag 9 entnommenen Nieren.
Rechte Bildhalfte: Schadigungszeichen bei der Aprotininbehandlung.

*: Tubulére Dilatation und tubuldre Atrophie; #: Tubulére Zylinder; = Zunahme interstitieller Zellen
(inflammatorische Zellen und Fibroblasten).

B: TSI Score (Tubulointerstitieller Schadigungsindex).

C: GSI Score (Glomerulosklerose-Index).

*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe; §: p < 0,05 zur Kontrolldiat; n: Fallzahl.
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Histologisch (PAS-Farbungen) zeigten sich bei der Placebogruppe erwartungs-
gemal keine pathologischen renalen Veranderungen (Abb. 26 A, linke Bildseite).
Unter Kontrolldiat wiesen die Nieren der Aprotiningruppe moderate
tubulointerstitielle Schaden in Form von tubularer Dilatation, atrophen tubularen
Bereichen und tubularen Zylindern auf. Unter Niedrigsalzdiat zeigten die Nieren
der Aprotiningruppe hingegen deutliche, schwerwiegende tubulointerstitielle
Schaden mit einer signifikanten Zunahme interstitieller Zellen, bei denen es sich
um inflammatorische Zellen und Fibroblasten handelte (Abb. 26 A, rechte
Bildseite).

Zur Beurteilung und Quantifizierung tubularer und glomerularer Schaden wurden
TSI und GSI Scores bestimmt (siehe 2.2.5.1). Entsprechend der festgestellten
tubulointerstiellen Schaden (Abb. 26 A) waren die TSI Scores bei den aprotinin-
behandelten Mausen unter Kontroll- (1,2 £ 0,3) bzw. Niedrigsalzdiat (2,5 + 0,04)
verglichen mit der Placebobehandlung (P+K: 0,2 £ 0,01; P+N: 0,4 £ 0,1) um das
etwa 6-fache erhoht (p = 0,01 bzw. p < 0,0001). Innerhalb der Aprotiningruppe
lag zudem der Score bei Salzrestriktion im Vergleich zur Kontrolldiat hoher (p =
0,002) (Abb. 26 B). Zur Beurteilung potenzieller glomerularer Schaden wurde der
GSI Score erhoben. Dieser lag bei den placebo- und aprotininbehandelten
Mausen auf einem niedrigen Niveau. Zwischen der Aprotinin- und der
Placebobehandlung ergaben sich diatunabhangige Unterschiede (p = 0,006 bzw.
p = 0,02) (Abb. 26 C).
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3.1.5.2 Expression des Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1)
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Placebo Aprotinin
LA *] *
Q£ x, ¢ "
s} —— 2]
= - I = R A
N = v 2
* —_t L & A 14
100 pm 100"um, .
3& m od § iy

Kontrolle  Niedrigsalz

& = AprotinintKontrolle (n=4)
e, \"
&y ; E=m Placebo+Niedrigsalz (n=4)
-

100 pm "-J \‘ - 1Q9 prh Aprotinin+Niedrigsalz (n=4)

+ Niedrigsalz

\ ’t, --i‘] " =3 Placebo+Kontrolle (n=4)

Abb. 27: KIM-1, publiziert in [35].

A: Reprasentative IHC-Schnitte mit Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) Farbung (braun).
B: KIM-1 Score erhoben gemaf der KIM-1 Farbung in A.

*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe.
IHC: Immunhistochemie; n: Fallzahl.

Zur Bestimmung der Lokalisation der festgestellten tubularen Schaden erfolgte
eine immunhistochemische KIM-1 Farbung. Die KIM-1 Farbung war bei der
Aprotiningruppe sowohl unter Kontroll- als auch noch deutlicher unter Niedrig-
salzdiat im Vergleich zur Placebogruppe ausgepragt (Abb. 27 A). Der daraus
bestimmte KIM-1 Score war bei den aprotininbehandelten Mausen unter Kontroll-
(1,7 £ 0,4) bzw. Niedrigsalzdiat (2,3 £ 0,1) im Vergleich zur Placebobehandlung
(P+K: 0,2 £ 0,1; P+N: 0,4 + 0,1) um das etwa 8,5-fache (p = 0,001) bzw. 5,8-
fache (p = 0,0004) signifikant erhoht (Abb. 27 B).

3.1.5.3 Akkumulation von Aprotinin im Nierengewebe

Zur Beurteilung der Ablagerungen von Aprotinin im Nierengewebe erfolgten
immunhistochemische Farbungen auf Aprotinin und elektronenmikroskopische

Untersuchungen der proximal tubularen Zellen.

58



Ergebnisse

Immunhistochemie
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Abb. 28: Akkumulation Aprotinin, Immunhistochemie, publiziert in [35].

A: Reprasentative IHC-Schnitte mit Aprotininfarbung (braun).
B: Aprotinin Score, erhoben gemaR der Aprotininfarbung in A.

*. p < 0,05 zur jew. Placebogruppe.

IHC: Immunhistochemie;

n: Fallzahl.

Bei der Placebobehandlung konnte erwartungsgemaf immunhistochemisch kein

Aprotinin im Nierengewebe nachgewiesen werden. Bei den Aprotiningruppen

hingegen wurde Aprotinin unter Kontroll- und in ausgepragterer Form unter

Niedrigsalzdiat immunhistochemisch im proximalen Tubulus nachgewiesen.

Hierbei lag eine heterogene Aprotininverteilung in den Nierentubuli vor (Abb. 28

A). Der auf der Grundlage der Farbung bestimmte Aprotinin Score war dement-

sprechend bei den Aprotiningruppen diatunabhangig im Vergleich zu der Place-

bobehandlung signifikant

erhoht (Abb. 28 B).
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Elektronenmikroskopie

Elektronenmikroskopie

Placebo + Niedrigsalz

3

Abb. 29: Akkumulation Aprotinin, Elektronenmikroskopie, publiziert in [35].

Reprasentative elektronenmikroskopische Bilder in verschiedenen Vergroerungen von renalen
proximalen tubuléren Zellen von Mausen, die zusatzlich zu einer Placebo- bzw. Aprotininbehand-
lung eine salzarme Diat erhielten.

Blaue Sternchen (*): Lysosomen in regelrechter Anzahl und GréRe; rote Sternchen (*): Lysosomen
deutlich vergrofRert und mit elektronendichtem Material gefiillt; N: Nukleus; M: Mitochondrien; RBC:
Rote Blutkdrperchen.

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung proximal tubularer Zellen
wiesen letztere in der Placebogruppe (P+N) keine pathologischen Veranderun-
gen auf. Die Lysosomen zeigten sich dabei in regelrechter Anzahl und GréRe
(Abb. 29, linke Bildseite). Im Gegensatz dazu wiesen die Nieren der Aprotinin-
gruppe (A+N) deutlich vergréRerte und mit elektronendichtem Material gefillte
Lysosomen auf (Abb. 29, rechte Bildseite). Entsprechend zur immunhistochemi-
schen Aprotininfarbung (Abb. 28 A) zeigte die Elektronenmikroskopie ebenfalls
eine heterogene Verteilung der pathologischen tubularen Veranderungen.
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3.2 Versuch 2: Renale Effekte von Aprotinin unter

dem Stressmodell Triamteren-Therapie

Als weiteres Stressmodell wurde bei diesem Studiendesign zusatzlich zur

Aprotinin- bzw. Placebobehandlung eine kontinuierliche ENaC-Blockade durch

das Verabreichen des Diuretikums Triamteren Uber das Trinkwasser zur

Induktion einer negativen Salzbilanz durchgefuhrt (siehe 2.2.3.2).

3.2.1 Allgemeine Daten zum Versuchsablauf

3.21.1 Korpergewicht

A Korpergewichtsdifferenz B Korpergewichtsverlauf
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Abb. 30: Aprotinin und Triamteren: Kérpergewicht.

APR 1,0 mg/Tag + Triam. 200 mg/l (Tag 5, n=2) BEm 4 K: APR 2,0 mg/Tag + Triam. 200 mg/l (n=4)

A: Dosisfindung: Darstellung der prozentualen Gewichtsdifferenz [%] an Tag 3/5 (Ende der Serien)

jew. in Bezug auf das Ausgangsgewicht an Tag 0.

B: Korpergewichtsverlauf der Mause nach der Pelletimplantation (Tag 0), Darstellung der
prozentualen Gewichtsdifferenz [%] jew. in Bezug zum Ausgangsgewicht an Tag 0; Korperge-

wichtsverlauf in B entspricht der gleichfarbigen Kérpergewichtsdifferenz in A.
*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe; #: p < 0,05 zum Ausgangsgewicht.

Triam.: Triamteren; K: Kontrolltage; AKGW: Korpergewichtsdifferenz; APR: Aprotinin; n: Fallzahl;

griine und blaue Balken siehe entsprechender Versuchsablauf im Abschnitt 2.2.3.2.

In Abb. 30 A ist die prozentuale Korpergewichtsdifferenz zwischen dem Ende der

jeweiligen Serien (Tag 3/5) und den Ausgangswerten am Tag der Pelletimplan-

tation (Tag 0) dargestellt. Die grauen Balken stehen fur die Versuchsgruppen bei

der Dosisfindung. Dabei wurden die Aprotinin- und die Triamterendosen gemaf
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den Angaben variiert. Insgesamt zeigte sich, dass die Gewichtsabnahme in den
Aprotiningruppen starker ausfiel. Das letztendlich fur die Versuchsdurchfihrung
ubernommene Studiendesign sah eine viertagige Vorbehandlung der Tiere mit
Triamteren 200 mg/lI im Trinkwasser vor (siehe 2.2.3.2). Am Ende des Versuchs
lag das Korpergewicht der Aprotiningruppe (-11,3 £ 1,7 %) unter dem mittleren
Korpergewicht der Placebogruppe (-5,0 £ 2,1 %) (p = 0,057).

Ab Tag 1 nach Pelletimplantation zeigten sich die Gewichtsverlaufe zwischen der
Placebo- und Aprotiningruppe divergent. In der Aprotiningruppe kam es zu einer
weiteren stetigen Gewichtsabnahme, wobei diese bei der Placebogruppe
deutlich geringer ausfiel. Das Gewichtsminimum der placebo- und aprotininbe-
handelten Tieren lag beide Male am Ende der Serie an Tag 5 (Abb. 30 B).
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3.2.1.2 Taglich erhobene Daten
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Abb. 31: Aprotinin und Triamteren: Taglich erhobene Daten.

A: Zeitlicher Verlauf der Fressmenge in Bezug auf das jew. Kérpergewicht [mg/g KGW].

B: Zeitlicher Verlauf der Trinkmenge in Bezug auf das jew. Korpergewicht [ul/g KGW].

C: Zeitlicher Verlauf der Urinmenge in Bezug auf das jew. Korpergewicht [ul/g KGW].

D: Zeitlicher Verlauf der FlUssigkeitsbilanz. Quotient aus der Urin- und Trinkmenge [ml/ml].
*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe; #: p < 0,05 zu den jew. Ausgangswerten (Tag 0).
KGW: Korpergewicht; K: Kontrolltage; Triam.: Triamteren; n: Fallzahl.

Die Fressmenge (Abb. 31 A), die Trinkmenge (Abb. 31 B) und die Urinausschei-
dung (Abb. 31 C) nahm nach der Pelletimplantation bei der Aprotiningruppe ab,

wohingegen diese Parameter bei der Placebogruppe uUber die gesamte

Versuchsdauer konstant auf dem Niveau der Ausgangswerte verblieben. Im

Gegensatz dazu blieb die Flussigkeitsbilanz (Abb. 31 D) bei beiden Versuchs-

gruppen weitgehend unverandert.
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3.2.2 Natriumhaushalt und Glomerulare Filtrationsrate

3.2.2.1 Elektrolyte im Urin, GFR, Aldosteron
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Abb. 32: Aprotinin und Triamteren: Natriurese, Cystatin C, Aldosteron.

A: Zeitlicher Verlauf der 24-Stunden-Natriurese bezogen auf die Futtermenge [umol/24h/g Futter].
B: Cystatin C im Plasma [ng/ml] an Tag 5.

C: Aldosteron im Plasma [pg/ml] an Tag 5.

K: Kontrolltage, Na*: Natrium, Triam.: Triamteren, h: Stunde(n); n: Fallzahl.

Die 24-Stunden-Natriurese wurde auf die Fressmenge normiert, um die geringere
Futteraufnahme im Rahmen der Triamteren-Therapie zu berucksichtigen.
Zwischen den Versuchsgruppen gab es bezuglich der Natriurese keine wesentli-
chen Unterschiede (Abb. 32 A). Cystatin C und Harnstoff im Plasma als
Surrogatparameter fur die GFR unterschieden sich nicht signifikant zwischen den
beiden Versuchsgruppen. Die mittleren Cystatin C-Konzentration lag bei der
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Placebogruppe bei 591 + 80 ng/ml und bei der Aprotiningruppe bei 525 + 67 ng/ml
(Abb. 32 B). Dieses Verhaltnis zwischen den beiden Versuchsgruppen war mit
den Harnstoffkonzentrationen im Plasma vergleichbar (Placebo + Triamteren: 97
+ 36 mg/dl; Aprotinin + Triamteren: 92 + 28 mg/dl). Die Aldosteronkonzentratio-
nen lagen bei der Placebogruppe (2805 + 758 pg/ml) und bei der Aprotiningruppe
(2465 £ 475 pg/ml) auf ahnlich hohem Niveau (Abb. 32 C).

3.2.3 Proximaler Tubulus - Funktionsmarker
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Abb. 33: Aprotinin und Triamteren: Proximaler Tubulus - Funktionsmarker.

A: Cystatin C im Urin an Tag 5 [ng/mg Krea].

B: Glukose im Urin an Tag 5 [umol/mg Kreal].

C: Albumin im Urin an Tag 5 [ug/mg Krea].

D: Phosphat im Urin an Tag 5 [umol/mg Kreal.

*: p < 0,05 zur jew. Placebogruppe

K: Kontrolltage, Krea: Kreatinin, Triam.: Triamteren; n: Fallzahl.
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Um die Effekte von Aprotinin auch unter der Triamteren-Therapie auf den
proximalen Tubulus zu untersuchen, erfolgte auch hier die Bestimmung von
proximal tubularen Funktionsmarkern. Entsprechend zu den Messergebnissen
bei Versuch 1 war die Cystatin C-Urinausscheidung (Abb. 33 A), die Glukosurie
(Abb. 33 B) und die Albuminurie (Abb. 33 C) bei der Aprotiningruppe im Vergleich
zur Placebogruppe erhoht. Die Phosphaturie (Abb. 33 D) war wiederum zwischen

den Versuchsgruppen nicht wesentlich different.
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3.3 Versuch 3: Dosisabhangigkeit von Aprotinin

Die folgenden Ergebnisse beziehen sich auf den in 2.2.3.3 dargestellten
Versuchsablauf. Bei diesem Studiendesign wurden den Versuchstieren
Aprotininpellets implantiert, die taglich 0,5 mg bzw. 2,0 mg Aprotinin Uber
insgesamt 10 Tagen freisetzten. Als Vergleichsgruppe dienten placebobehan-
delte Mause.

Aprotininkonzentration im Urin
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Abb. 34: Dosisabhangigkeit Aprotinin: Aprotinin im Urin, publiziert in [35].

Zeitlicher Verlauf der Aprotininkonzentrationen im Urin [ug/ml] in Abhangigkeit von den zwei
verwendeten Aprotinindosierungen (0,5 mg/Tag und 2,0 mg/Tag).
n: Fallzahl.

Die mittlere Aprotininkonzentration (zwischen Tag 2-8) im 24-Stunden-Sam-
melurin lag bei der Versuchsgruppe mit der Aprotininfreisetzung von 2,0 mg/Tag
(244 £ 35 pg/ml) im Vergleich zur Versuchsgruppe mit der Freisetzung von 0,5
mg/Tag (92 £ 11 yg/ml) um das etwa 2,7-fache hoher (p = 0,0001). Die Konzent-
rationskurven der beiden Versuchsgruppe schnitten sich dabei nicht (Abb. 34).
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3.3.1  Glomerulare Filtrationsrate und proximaler Tubulus

A Plasma-Cystatin C B Urin-Cystatin C
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Abb. 35: Dosisabhangigkeit Aprotinin: Cystatin C, publiziert in [35].

A: Plasma-Cystatin C [ng/ml].

B: Urin-Cystatin C bezogen auf Urin-Kreatinin [ng/mg Kreal].

*: p < 0,05 zur Placebogruppe; &: p < 0,05 zur Aprotininbehandlung mit 0,5 mg/Tag.
Krea: Kreatinin; n: Fallzahl.

Die Cystatin C-Werte im Plasma als Surrogatparameter fur die GFR lagen bei
der Aprotiningruppe mit der Aprotininfreisetzung von 0,5 mg/Tag (346 £+ 30 ng/ml)
auf dem gleichen Niveau der Werte der Placebogruppe (342 + 18 ng/ml). Die
Plasma-Cystatin C-Konzentrationen der Aprotiningruppe mit der Freisetzung von
2,0 mg/Tag (438 + 26 ng/ml) waren im Vergleich zur Placebogruppe jedoch
signifikant ernoht (p = 0,03) (Abb. 35 A).

Die Cystatin C-Konzentrationen im Urin als Funktionsmarker des proximalen
Tubulus waren auch hier zwischen der Aprotiningruppe mit der Dosisfreisetzung
von 0,5 mg/Tag (271 £ 25 ng/mg Krea) und der Placebogruppe (278 + 81 ng/mg
Krea) nicht different. Im Gegensatz dazu lagen die Werte bei der Versuchsgruppe
mit der Aprotininfreisetzung von 2,0 mg/Tag (771 = 99 ng/mg Krea) sowohl im
Vergleich zur Aprotiningruppe mit der Freisetzung von 0,5 mg/Tag als auch zur
Placebogruppe um das etwa 2,8-fache hoher (p = 0,0003 bzw. p = 0,003) (Abb.
35 B). Bei den weiteren Funktionsmarkern des proximalen Tubulus (Glukosurie
und Albuminurie, nicht dargestellt) gab es ebenfalls zwischen der Gruppe mit der
Aprotininfreisetzung von 0,5 mg/Tag und der Placebogruppe keine wesentlichen
Unterschiede, wohingegen die Konzentrationen der Aprotiningruppe mit der Frei-
setzung von 2,0 mg/Tag verglichen mit den beiden anderen Versuchsgruppen
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(Aprotinin 0,5 mg/Tag, Placebo) um ein Vielfaches hoher lagen. Entsprechend
der Ergebnisse bei Versuch 1 und Versuch 2 waren auch bei diesem Versuch die
Urin-Phosphatkonzentrationen bei beiden Aprotiningruppen im Vergleich zur

Placebogruppe nicht erhoht.

3.31.1 Korrelationen

A Korrelation B Korrelation
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Abb. 36: Dosisabhangigkeit Aprotinin: Korrelationen, publiziert in [35].

A: Korrelation zwischen Plasma-Cystatin C [ng/ml] und Urin-Aprotinin [ug/mg Kreal].

B: Korrelation zwischen Urin-Cystatin C [ug/mg Krea] und Urin-Aprotinin [ug/mg Krea].
Korrelationsanalyse: p (two-tailed), r (Pearson); B: Anwendung AusreilRertest nach Grubbs - ein
AusreilRer ausgeschlossen (a = 0,01%).

Krea: Kreatinin.

Die Cystatin C-Konzentrationen im Plasma (Tag 8) (r=0,71; r>=0,51; p = 0,009)
und im Urin (Tag 8) (r = 0,79; r? = 0,63; p = 0,004) zeigten jeweils signifikante
positive Korrelationen mit den Aprotininkonzentrationen im Urin (Tag 2).
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3.3.2 Nierenhistologie
3.3.2.1 PAS-Farbung, TSI und GSI Score

A PAS-Farbung
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Abb. 37: Dosisabhéangigkeit Aprotinin: PAS-Farbung, TSI und GSI Score, publiziert in [35].

A: Reprasentative PAS-Farbungen der an Tag 9 entnommen Nieren. PAS-Farbungen der Placebo-
und Aprotiningruppe mit der Aprotininfreisetzung von 2,0 mg/Tag bereits in Abb. 26 dargestellt.

*: Tubulére Dilatation und tubulére Atrophie; #: Tubuldre Zylinder.

B: TSI Score (Tubulointerstitieller Schadigungsindex).

C: GSI Score (Glomerulosklerose-Index).

*: p < 0,05 zur Placebogruppe; &: p < 0,05 zur Aprotininbehandlung 0,5 mg/Tag.

PAS: Periodic Acid-Schiff; n: Fallzahl.

In der Lichtmikroskopie (PAS-Farbung) wiesen die Nieren der Aprotiningruppe
mit der Freisetzung von 0,5 mg/Tag und der Placebogruppe keine renalen histo-
pathologischen Veranderungen auf (Abb. 37 A). Bei der Aprotiningruppe mit der
Freisetzung von 2,0 mg/Tag lagen dagegen moderate renale tubulointerstitielle
Schaden vor (siehe 3.1.5.1, Abb. 26).

Der TSI Score war bei der Aprotiningruppe mit der Freisetzung von 0,5 mg/Tag
wie auch bei der Placebogruppe (siehe 3.1.5.1, Abb. 26), aufgrund der niedrigen
Werte kaum bestimmbar. Der Score bei der Aprotiningruppe mit der Freisetzung
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von 2,0 mg/Tag war in Bezug auf die beiden anderen Versuchsgruppen jedoch
signifikant erhoht (jeweils p = 0,01) (Abb. 37 B). Der GSI Score lag bei allen
Versuchsgruppen auf einem niedrigen Niveau und war zwischen den Gruppen
nicht wesentlich different (Abb. 37 C).

3.3.2.2 Expression des Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1)

A IHC: KIM-1
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Abb. 38: Dosisabhéangigkeit Aprotinin: KIM-1, publiziert in [35].

A: Reprasentative IHC-Schnitte mit Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) Farbung (braun). IHC-
Schnitte der Placebo- und Aprotiningruppe mit der Aprotininfreisetzung von 2,0 mg/Tag bereits in
Abb. 27 dargestellt.

B: KIM-1 Score erhoben gemaf der KIM-1 Farbung in A.

*: p < 0,05 zur Placebogruppe; &: p < 0,05 zur Aprotininbehandlung 0,5 mg/Tag.

IHC: Immunhistochemie; KIM-1: Kidney Injury Molecule-1; n: Fallzahl.

Die immunhistochemische KIM-1 Farbung war bei der Aprotiningruppe mit der
Freisetzung von 2,0 mg/Tag im Vergleich zur Gruppe mit der Aprotininfreisetzung
von 0,5 mg/Tag bzw. zur Placebogruppe deutlich ausgepragter (Abb. 38 A). Der
daraus bestimmte KIM-1 Score lag bei der Aprotiningruppe mit der niedrigeren
Aprotininfreisetzung von 0,5 mg/Tag (0,5 £ 0,1) verglichen mit der Placebogruppe
(0,2 £0,1) leicht héher. Der KIM-1 Score der Aprotiningruppe mit der Freisetzung
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von 2,0 mg/Tag (1,7 £ 0,4) war jedoch in Relation zu der Gruppe mit der
Freisetzung von 0,5 mg/Tag und zur Placebogruppe signifikant erhoht (p = 0,009
und p = 0,002, siehe 3.1.5.2, Abb. 27) (Abb. 38 B).

3.3.2.3 Akkumulation von Aprotinin im Nierengewebe

A IHC: Aprotinin
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Abb. 39: Dosisabhéangigkeit Aprotinin: Akkumulation, publiziert in [35].

A: Reprasentative IHC-Schnitte mit Aprotininfarbung (braun). IHC-Schnitte der Placebo- und Apro-
tiningruppe mit der Aprotininfreisetzung von 2,0 mg/Tag bereits in Abb. 28 dargestellt.

B: Aprotinin Score, erhoben gemaR der Aprotininfarbung in A.

*: p < 0,05 zur Placebogruppe.

IHC: Immunhistochemie; n: Fallzahl.

Immunhistochemisch farbte sich Aprotinin bereits bei der Aprotiningruppe mit der
niedrigeren Freisetzung von 0,5 mg/Tag deutlich an (Abb. 39 A). Der anhand der
Farbung bestimmte Aprotinin Score lag hierbei (1,8 + 0,2) verglichen mit der
Aprotiningruppe mit der Freisetzung von 2,0 mg/Tag (2,1 £ 0,3) auf ahnlichem
Niveau (Abb. 39 B). Elektronenmikroskopische Bilder lagen nur bei der Aprotinin-
gruppe mit der Aprotininfreisetzung von 2,0 mg/Tag (siehe 3.1.5.3, Abb. 29) vor.
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3.4 Versuch 4: Langzeiteffekte von Aprotinin

Die folgenden Ergebnisse beziehen sich auf den in 2.2.3.4 dargestellten
Versuchsablauf. Um die Langzeiteffekte von Aprotinin auf das Nierengewebe zu
untersuchen, wurden zehn Wochen (70 Tage) nach der Aprotininpelletimplanta-
tion (60 Tage nach Ende der Aprotininfreisetzung von 2,0 mg/Tag) die Nieren

entnommen und auf Schadigungszeichen untersucht.

3.4.1 Nierenhistologie
3.41.1 PAS-Farbung, TSI und GSI Score

A PAS-Farbung
Placebo Aprotinin 2 mg/Tag, Tag 9 I Aprotlnln Tag 70

‘— g \,_,er i 4% * v . | V.r.- X A 2% .

A - &0} A
5 L { s # Lo,
. o /.’”_’* ; / K . i s )
feioy vy Q‘ ¥ SRR / 7 o) 3 Vr\ X

‘_ Yoo N M % Py Wk

1 | J / f . ICaa S

-‘ i ' \ r;,’ o o B s r aads % A ik R }
o \’;- . . A %, B 8 ' Ty, =
‘ & 100 um : : 7 100 pm 00 : 100 im-

=3 Placebo (n=4) B2 Aprotinin 2,0 mg/Tag, Tag 9 (n=4) B Aprotinin, Tag 70 (n=3)

B TSI Score C GSI Score
34 59
* 47
2_
@ : 2 3
o o
® I = @ 2
14 L
1 14
0- [ s | 0- e @ E
Kontrolle Kontrolle

Abb. 40: Langzeiteffekte Aprotinin: PAS-Farbung, TSI und GSI Score, publiziert in [35].

Nierenentnahme an Tag 9 und 70 nach der Pelletimplantation.

A: Reprasentative PAS-Farbungen. PAS-Farbungen der Placebo- und Aprotiningruppe mit der
Aprotininfreisetzung von 2,0 mg/Tag (Tag 9) bereits in Abb. 26 dargestellt.

*: Tubulare Dilatation und tubulére Atrophie; #: Tubulére Zylinder

=p Fokale tubulare Schaden mit PAS-positiven Zylindern.

B: TSI Score (Tubulointerstitieller Schadigungsindex).

C: GSI Score (Glomerulosklerose-Index)

*. p < 0,05 zur jew. Placebogruppe.

PAS: Periodic Acid-Schiff; n: Fallzahl.
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Im Vergleich zu den PAS-Farbungen der an Tag 9 entnommenen Nieren (siehe
3.1.5.1, Abb. 26) fielen an Tag 70 geringere tubulointerstitielle Schaden auf.
Allerdings wiesen letztere (Tag 70) nun vereinzelte, heterogen verteilte, schwere
fokale tubulare Schaden mit PAS-positiven luminalen Zylindern auf (Abb. 40 A).
Der TSI und der GSI Score waren an Tag 70 (TSI Score: 0,9 £ 0,3; GSI Score:
0,4 £ 0,1) im Vergleich zu Tag 9 (TSI Score: 1,2 £ 0,3; GSI Score: 0,6 £ 0,1) auf
etwa dem gleichen Niveau. Verglichen mit der Placebogruppe (TSI-Score: 0,17
+ 0,01; GSI Score: 0,12 + 0,02) waren die Scores der Aprotiningruppe 70 Tage
nach der Pelletimplantation nicht signifikant erhoht (Abb. 40 B, C).

3.4.1.2 Expression des Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1)

A IHC: KIM-1
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Abb. 41: Langzeiteffekte Aprotinin: KIM-1, publiziert in [35].

Nierenentnahme an Tag 9 und Tag 70 nach der Pelletimplantation.

A: Reprasentative IHC-Schnitte mit Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) Farbung (braun). IHC-
Schnitte der Placebo- und Aprotiningruppe mit der Aprotininfreisetzung von 2,0 mg/Tag (Tag 9)
bereits in Abb. 27 dargestellt.

B: KIM-1 Score erhoben gemaf der KIM-1 Farbung in A.

*: p < 0,05 zur Placebogruppe; $ p < 0,05 zur Aprotiningruppe, Tag 70.

IHC: Immunhistochemie; KIM-1: Kidney Injury Molecule-1; n: Fallzahl.
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Die immunhistochemische KIM-1 Farbung war bei der Aprotiningruppe an Tag
70 (KIM-1 Score: 0,7 £ 0,1) im Vergleich zu Tag 9 (KIM-1 Score: 1,7 + 0,4)
geringer ausgepragt (p = 0,0497) (Abb. 41 A, B).

3.41.3 Akkumulation von Aprotinin im Nierengewebe

A IHC: Aprotinin

Placebo Aprotinin 2 mg/Tag, Tag 9 I Aprotinin, Tag 70
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Abb. 42: Langzeiteffekte Aprotinin: Akkumulation, publiziert in [35].

Nierenentnahme an Tag 9 und Tag 70 nach der Pelletimplantation.

A: Reprasentative IHC-Schnitte mit Aprotininfarbung (braun). IHC-Schnitte der Placebo- und Apro-
tiningruppe mit der Aprotininfreisetzung von 2,0 mg/Tag (Tag 9) bereits in Abb. 28 dargestellt.

=P \/ereinzelte, grolie fokale Aprotininaggregate.

B: Aprotinin Score, erhoben gemaR der Aprotininfarbung in A.

*: p < 0,05 zur Placebogruppe; $ p < 0,05 zur Aprotiningruppe, Tag 70.

IHC: Immunhistochemie; n: Fallzahl.

Die immunhistochemische Farbung auf Aprotinin war bei der Aprotiningruppe an
Tag 70 (Aprotinin Score: 0,5 + 0,04) im Vergleich zu Tag 9 (Aprotinin Score: 2,1
+ 0,3) geringer ausgepragt (p = 0,003) (Abb. 42 A, B). An Tag 70 zeigten sich
dabei allerdings vereinzelte, grofle fokale, interstitiell gelegene
Aprotininaggregate (Abb. 42 A). Die in Abb. 40 nachgewiesenen fokalen
tubularen Schaden und die PAS-positiven Zylinder farbten sich ebenfalls positiv
auf Aprotinin.
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4, Diskussion

Die Studie zu den renalen Effekten von Aprotinin zeigt mehrere und zum Teil
auch unerwartete Ergebnisse. Zum einen fuhrt Aprotinin in hohen Dosen am
ehesten durch dessen renalen Akkumulation zu deutlichen proximal tubularen
Schaden, was mit einer Einschrankung der Nierenfunktion und der GFR einher-
geht. Zum anderen fuhrt eine Gabe von Aprotinin wider Erwarten bei gesunden
im Gegensatz zu nephrotischen Mausen zu keiner unmittelbaren ENaC-Inhibi-
tion. Vielmehr fuhren die proximal tubularen Schaden voraussichtlich zu erhohten
intratubularen Natriumkonzentrationen und dadurch zu einer verstarkten ENaC
vermittelten Natriumresorption. Daneben sind die Effekte von Aprotinin dosisab-
hangig und die renalen Schaden zudem auch langerfristig nachweisbar [35].

4.1 Effekte von Aprotinin auf den ENaC und den
Salzhaushalt unter Niedrigsalzdiat

Die Prozesse der proteolytischen ENaC-Aktivierung durch Serinproteasen
nehmen bereits bei physiologischen Bedingungen eine bedeutende Rolle in der
ENaC-Regulation ein [77, 83, 89, 90]. Beispielsweise findet im Rahmen einer
Niedrigsalzdiat (siehe Versuch 1) oder einer diuretischen Therapie mit
Triamteren (siehe Versuch 2) eine verstarkte proteolytische ENaC Prozessierung
statt, sodass von einer gesteigerten Suszeptibilitat gegenuber Aprotinin ausge-
gangen wird [122, 155, 156]. Proteomische Untersuchungen von Urinproben von
gesunden Menschen und Mausen weisen aktive Serinproteasen im Urin nach,
wovon ca. 10-25% der Serinproteasen sensitiv auf Aprotinin sind [143, 157].
Entsprechend dazu zeigte sich eine verringerte Gesamt-Proteaseaktivitat im Urin
unter der Aprotininbehandlung (siehe Abb. 17). Insgesamt war die Proteaseakti-
vitat unter Salzrestriktion tendenziell erhdht, was zu der verstarkten proteolyti-
schen Aktivierung des ENaC bei der Niedrigsalzdiat beitragen kdnnte (siehe Abb.
24). Passend dazu wird beispielsweise die Serinprotease Prostasin bei Salzrest-
riktion vermehrt im Urin nachgewiesen [154, 158]. Trotz der geringeren Urin-
Proteaseaktivat bei den aprotininbehandelten Mausen (siehe Abb. 17) zeigen die
Ergebnisse, dass eine Aprotininapplikation bei gesunden im Gegensatz zu
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nephrotischen Mausen [119] nicht zu einer Inhibition der proteolytischen ENaC-
Aktivierung fuhrt [35].

Die Studie zeigt, dass die Applikation von Aprotinin bei gesunden Mausen am
ehesten in Folge einer proximalen tubularen Schadigung (siehe 4.3) indirekt mit
einer kompensatorisch gesteigerten proteolytischen Aktivierung des ENaC
einhergeht [35]. Frindt et al. [156] zeigten, dass eine Salzrestriktion zu einer
verstarkten proximal tubularen Natriumresorption fuhrt. Die aprotinininduzierten
proximal tubularen Schaden schranken moglicherweise diese Natriumresorption
ein, was voraussichtlich zu einer zwischenzeitlich signifikant erhohten Natriurese
(siehe Abb. 20) und zu einer Korpergewichtsabnahme (siehe Abb. 14) bei Salz-
restriktion fuhrte. Die Ergebnisse der Studie legen nahe, dass zum Ausgleich der
negativen Salzbilanz Gegenregulationsmechanismen entscheidend sind [35].
Deutlich erhdhte Aldosteronkonzentrationen (siehe Abb. 22) stimulierten dabei
die Expression der a- und y-ENaC Untereinheiten [122, 159, 160]. Zudem wurde
gegenregulatorisch die proteolytische Aktivierung der y-ENaC Untereinheiten
verstarkt (siehe Immunhistochemie und Western Blot y-ENaC, Abb. 23 und Abb.
24) [35]. Die resultierende erhohte ENaC-Aktivitat (siehe Abb. 19) mit
gesteigerter Natriumresorption fuhrte mutmallich dazu, dass sich die Natriurese
bei beiden Versuchsgruppen im Verlauf anglich (siehe Abb. 20) und entspre-
chend auch das Korpergewicht (siehe Abb. 14) bei der Aprotiningruppe wieder
anstieg. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die bei Patienten festgestellten
renalen Nebenwirkungen von Aprotinin somit aller Voraussicht nach nicht auf
eine aprotininbedingte Inhibition der proteolytischen ENaC-Aktivierung zurtckzu-
fuhren sind [35].

Die Auswirkungen einer Niedrigsalzdiat bzw. des Mineralokortikoids Aldosteron
auf die renale ENaC-Aktivitat lassen sich zu zwei unabhangigen Mechanismen
mit verschiedenen zeitlichen Verlaufen zuordnen [156]:

Einerseits fuhrt eine salzarme Diat und die damit einhergehende Aldosteronaus-
schuttung innerhalb von 24 Stunden neben einer erhohten Expression der ENaC
Untereinheiten und deren verstarkten Transport an die apikale Zellmembran zu

einer deutlich zunehmenden proteolytischen Prozessierung der a- und y-ENaC
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Untereinheiten [159-164]. Diese durch Serinproteasen bedingte proteolytische
ENaC-Aktivierung korreliert dabei mit einer verstarkten tubularen Natriumruckre-
sorption. Entsprechend dazu war die Natriumexkretion im Urin bei der Place-
bogruppe am zweiten postoperativen Tag deutlich reduziert (siehe Abb. 20) [35,
159, 161, 162]. Die Analyse der ebenfalls am zweiten postoperativen Tag
entnommenen Nieren ergab passend dazu eine deutlich erhdhte Proteolyse der
y-ENaC Untereinheiten, insbesondere bei der Aprotiningruppe unter bestehender
Salzrestriktion (Western Blot, siehe Abb. 24) [35]. Diese Ergebnisse stimmen mit
Studien von Frindt [155] und Bohnert et al. [122] Uberein, bei denen die y-ENaC
Untereinheiten bei einer Niedrigsalzdiat nahezu vollstandig doppelt geschnitten
vorlagen, was mit einer hohen ENaC-Offenwahrscheinlichkeit korreliert [83, 96,
165]. Diese dargelegten schnellen Adaptationsmechanismen sind aldosteronab-
hangig und werden durch Aldosteronantagonisten aufgehoben [122, 1585].
Andererseits existieren weitere Mechanismen, die nach etwa 5-7 Tagen
bestehender Salzrestriktion relevant werden und ebenfalls eine erhohte Amilorid-
sensitive Natriurese bedingen. Diese weitgehend unklaren Mechanismen
scheinen ebenfalls durch Aldosteron vermittelt zu sein, zeigen sich allerdings

refraktar im Hinblick auf eine Applikation von Aldosteronantagonisten [155].

4.2 Effekte von Aprotinin auf den ENaC und den
Salzhaushalt unter Triamteren-Therapie

Das Stressmodell der pharmakologischen ENaC-Blockade durch eine
Triamteren-Applikation (siehe Versuch 2) flhrte bei den Aprotiningruppen
postoperativ zu einer deutlichen Korpergewichtsabnahme (siehe Abb. 30), was
durch eine negative Salzbilanz induziert sein konnte. Allerdings wurden in diesem
Fall keine relevanten Unterschiede in der Natriurese zwischen den Versuchs-
gruppen detektiert (siehe Abb. 32 A). Bohnert et al. [122] zeigten, dass eine
Triamteren-Therapie mit einer verstarkten Proteolyse der ENaC Untereinheiten
als Folge der RAAS-Aktivierung einhergeht [154]. Die stark erhdohten Plasma-
Aldosteronkonzentrationen (siehe Abb. 32 C) konnten die diuretische Wirkung
bei diesem gewahlten Versuchsablauf mit vier Triamteren-Kontrolltagen (siehe
Abb. 10) im Verlauf abgeschwacht haben und die fehlenden Differenzen bei der
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Natriurese zwischen der Aprotinin- und Placebogruppe erklaren. Der initial durch-
gefuhrte Versuchsablauf mit dem postoperativen Beginn der Triamteren-Thera-
pie ohne die einleitenden Kontrolltage fuhrte zu einem massiven Korpergewichts-
abfall (siehe Abb. 30) mit stark reduzierter Futter- und Flussigkeitsaufnahme,
sodass die Versuche abgebrochen werden mussten. Daraufhin wurde der in Abb.
10 dargestellte Versuchsablauf mit den einleitenden Kontrolltagen gewahilt.
Hierbei ging die Triamteren-Applikation bei der Aprotiningruppe ebenfalls mit
einer reduzierten Futter- und Flussigkeitsaufnahme (siehe Abb. 31) einher,
sodass die Effekte von Aprotinin auf den Salz- und Volumenhaushalt nur einge-
schrankt beurteilbar waren. Allerdings scheint die Induktion einer relevanten
Hypovolamie bei ausgeglichener Flussigkeitsbilanz unwahrscheinlich zu sein
(siehe Abb. 31 D).

4.3 Effekte von Aprotinin auf den proximalen
Tubulus und die GFR

Neben den Untersuchungen der Interaktion von Aprotinin mit dem ENaC lag ein
weiterer Fokus auf dem proximalen Tubulus als hauptsachliche Lokalisation der
renalen Metabolisierung von Aprotinin [10, 11, 35]. Bei der Studie traten bei den
aprotininbehandelten Mausen unabhangig von der Diat bzw. der Triamteren-
Therapie sowohl eine erhohte Albuminurie, Glucosurie als auch erhohte Cystatin
C-Konzentrationen im Urin am ehesten als Zeichen einer proximal tubularen
Schadigung auf. Eine erhohte Phosphaturie wurde allerdings nicht nachgewiesen
(siehe Abb. 25, Abb. 33) [35]. Die uberwiegend durch den NaPi lla Transporter
bedingte renale tubulére Phosphatresorption wird von multiplen zellularen und
hormonellen Prozessen reguliert, die eine rasche Anpassung der renalen Phos-
phatexkretion ermdglichen. Dies stellt einen Gegensatz zu der eher langsamen
Anpassung der intestinalen Phosphatresorption dar und konnte die fehlenden

Unterschiede in der renalen Phosphatexkretion erklaren [30].

Die Zeichen einer proximal tubularen Schadigung im Urin wurden durch histopa-
thologische Untersuchungen der Nieren bestatigt. Die Nieren der Aprotinin-
gruppe zeigten verstarkt bei Salzrestriktion schwerwiegende tubulointerstitielle
Schaden (siehe Abb. 26) und eine deutlich erhdohte KIM-1 Expression als
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spezifischer Marker einer proximalen tubularen Schadigung (siehe Abb. 27) [35].
Hingegen zeigten sich keine relevanten Schadigungen an glomerularen Struktu-
ren (siehe Abb. 26), sodass die detektierte Proteinurie voraussichtlich auf die
histologisch nachgewiesene tubulare Schadigung zuruckzufuhren ist. Die freie
glomerulare Filtration einer groien Menge Aprotinin fiihrt am ehesten zur Uber-
lastung der durch Megalin und Cubulin-Rezeptoren bedingten tubularen Resorp-
tion von Proteinen, woraus deren vermehrte Ausscheidung resultiert [11, 35, 166,
167]. Einige nephrotoxische Medikamente wie Aminoglykoside [168] werden wie
Aprotinin Uber diese Rezeptoren proximal tubular endozytiert und l6sen renale
Schaden aus [21, 24]. Interessanterweise zeigen Studien, dass die Kombination
beider Medikamente mit einer Einschrankung der GFR einhergeht, wohingegen
die alleinige Anwendung geringere renale Auswirkungen zeigen, was ebenfalls
durch die Uberlastung der tubuldren Resorption erklart wird [169, 170]. Bei der
vorliegenden Studie fuhrte die Aprotininapplikation bei Salzrestriktion im Ver-
gleich zur Kontrolldiat zu einem verstarkten proximal tubularen
Schadigungsmuster [35]. Die gesteigerte Toxizitdt wird bei vergleichbaren
nephrotoxischen Substanzen bei Salzrestriktion ebenfalls nachgewiesen [171].

Bisherige Arbeiten weisen leichte, groftenteils reversible Auswirkungen von
Aprotinin auf die Nieren nach [11]. Im klaren Gegensatz dazu traten bei der
aktuellen Studie schwerwiegende histopathologische Veranderungen auf.
Zudem zeigte sich in der Immunhistochemie (siehe Abb. 28) und in der Elektro-
nenmikroskopie (siehe Abb. 29) eine starke Akkumulation von Aprotinin in den
pathologisch veranderten Lysosomen im proximalen Tubulus. Proteasen spielen
bei diesen Organellen im enzymatischen Abbau von Polypeptiden und Proteinen
eine bedeutende Rolle. Es ist naheliegend, dass die Akkumulation des Serinpro-
tease-Inhibitors Aprotinin zu einer Hemmung dieser Proteasen und dementspre-
chend zu einem lysosomalen Funktionsverlust mit intrazellularer Akkumulation

und Schadigung des proximalen Tubulus fuhrt [35].

Derzeit wird in der klinischen Anwendung von Aprotinin von einem voruberge-
henden, signifikanten Anstieg der postoperativen Serum-Kreatininwerte um mehr

als > 0,5 mg/dl und somit von einer relevanten Reduktion der GFR ausgegangen
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[8, 9, 56]. Bei dieser Studie waren die Cystatin C bzw. Harnstoffkonzentrationen
im Serum bei den Aprotiningruppen unabhangig von der Diat signifikant erhoht
(siehe Abb. 21), was ebenfalls auf Einschrankungen der GFR zurlckzufuhren ist
[35]. Die Ursachen der fehlenden Unterschiede der Nierenretentionsparameter
zwischen den placebo- und aprotininbehandelten Mausen im Rahmen der Triam-
teren-Therapie bleiben unklar.

Neben den nachgewiesenen proximal tubularen Schaden kann Aprotinin zudem
durch die Beeinflussung von multiplen hamodynamischen Prozessen die GFR
einschranken. Aprotinin  hemmt beispielsweise als Serinprotease-Inhibitor
Kallikrein und entsprechend auch die Produkte des Kallikrein-Kinin-Systems.
Durch die verringerte Bildung von vasoaktiven Substanzen wie Bradykinine oder
Prostaglandine resultiert eine afferente Vasokonstriktion und dadurch eine
Reduktion der GFR [10, 11, 172, 173].

Die Studie zeigt, dass die Applikation einer hohen Aprotinindosis bei gesunden
Mausen zu deutlichen proximalen tubularen Schaden und zur Reduktion der GFR
fuhrt. Diese induzierten Schaden konnten ursachlich fur die erhdhte Inzidenz an
Nierenschadigungen in der klinischen Anwendung von Aprotinin sein [35].

4.4 Dosisabhangigkeit und Langzeiteffekte von
Aprotinin

Die Surrogatparameter fur die GFR und die Schadigung des proximalen Tubulus
korrelierten stark positiv mit den Aprotininkonzentrationen im Urin (siehe Abb.
36), was auf eine dosisabhangige Schadigung hinweist [35]. Bemerkenswerter-
weise akkumulierte Aprotinin bereits bei der niedrigeren Aprotinindosis von 0,5
mg/Tag deutlich im Nierengewebe, was ein nephrotoxisches Potenzial von
Aprotinin auch bei geringen Dosen andeutet (siehe Abb. 39). Allerdings wurden
bei dieser Dosis keine renalen histopathologischen Schaden und keine erhdhten
Nierenretentionsparameter festgestellt (siehe Abb. 37, Abb. 35) [35].

Andere Studien kommen bezuglich der dosisabhangigen renalen Effekte von
Aprotinin zu keinem einheitlichen Ergebnis. Einerseits zeigen Studien, dass
Aprotinin dosisabhangig zu einem Anstieg der Kreatininkonzentrationen im
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Serum fuhrt [25, 174, 175]. Andererseits werden diese dosisabhangigen Effekte
bei anderen Studien nicht nachgewiesen [66, 167].

Die Ergebnisse in dieser Studie zeigen hingegen klare dosisabhangige renale
Schaden von Aprotinin. Die deutlichen Ergebnisse sind am ehesten auf den Ver-
suchsablauf mit der Aprotininapplikation iber mehrere Tage zuruckzufuhren [35].

60 Tage nach der Aprotininbehandlung (2 mg/Tag) zeigten sich weiterhin
deutliche tubulare Schaden (siehe Abb. 40), die mit fokalen Aprotininablagerun-
gen einhergingen (siehe Abb. 42). Es liegt nahe, dass die lysosomalen Aprotinin-
ablagerungen auch langanhaltende proximal tubulare Schaden bedingen [35].
Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die langsame Metabolisierung von Aprotinin
zu einem erhohten Risiko fur langerfristige renale Schaden fuhrt und in der
klinischen Anwendung von Aprotinin bertcksichtigt werden muss. Dabei erhdhen
Risikofaktoren die Wahrscheinlichkeit von postoperativen Nierenschadigungen
nach der Aprotininapplikation [35]. Studien zeigen, dass vorbestehende Nieren-
schadigungen mit einer reduzierten Aprotinin-Clearance [6, 26] und dadurch mit
einer verlangerten Eliminationshalbwertszeit von Aprotinin einhergehen [56,
176], wodurch Aprotinin verstarkt im Nierengewebe akkumuliert [11, 177].
Dennoch ist in der klinischen Anwendung keine Dosisanpassung von Aprotinin
vorgeschrieben [9, 42]. Dies beruhte auf der bisherigen Annahme, dass mogliche
aprotininbedingte, postoperative Nierenschadigungen als reversibel und dadurch
nicht schwerwiegend galten [9, 11]. Allerdings sollte spatestens nach diesen
Studienergebnissen die Anwendung von Aprotinin bei bestehenden Nierenscha-

digungen kritisch gepruft und ggf. die Dosis angepasst werden [7, 35, 42, 176].

4.5 Effekte von Aprotinin bei gesunden und
nephrotischen Mausen

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass sich die renalen Effekte von Aprotinin
bei gesunden und nephrotischen Mausen unterscheiden [35]. Bohnert et al. [119,
122, 125] zeigten, dass Aprotinin beim experimentellen nephrotischen Syndrom
die Natriumresorption und die Odementwicklung durch die Inhibition der Serin-

proteasen und der proteolytischen Aktivierung des ENaC hemmt. In der
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vorliegenden Studie an gesunden Mausen fuhrt hingegen die Aprotininbehand-
lung zu keiner ENaC-Inhibition [35].

Die Unterschiede beruhen auf der beim nephrotischen Syndrom vorliegenden
groBmolekularen Proteinurie bzw. Proteasurie [35, 110, 120]. Analog zu der
verstarkten Proteasurie nimmt auch der Anteil aprotininsensitiver Serinproteasen
im nephrotischen Urin im Vergleich zum Kontrollurin um ein Vielfaches zu [119,
143]. Allerdings spielt hierbei nicht nur die Quantitat, sondern auch die qualitative
Zusammensetzung der Proteasurie eine entscheidende Rolle [35, 143, 157, 178].
Beim nephrotischen Syndrom sind die filtrierten l6slichen, aprotininsensitiven
Serinproteasen vorwiegend dem plasmatischen Koagulations- und Komplement-
system zuzuordnen, wohingegen bei gesunden Mausen Uberwiegend niedermo-
lekulare und lokal exprimierte bzw. membrangebundene Serinproteasen
vorliegen [35, 110, 143, 179]. Aufgrund der unterschiedlichen Qualitat der Serin-
proteasen ist es naheliegend, dass die proteolytische ENaC-Regulation unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen durch verschiedene
Proteasen oder Proteasenkaskaden vermittelt wird. Dies konnte auch die unter-
schiedlichen Effekte von Aprotinin auf die ENaC-Aktivitat bei gesunden und
nephrotischen Mausen erklaren [35, 110, 143]. Beispielsweise konnten bei
gesunden Mausen intrazellulare bzw. membrangebundene Serinproteasen, wie
Prostasin [95, 154] oder Matriptase [97] fur die ENaC-Regulation entscheidend
sein, die entweder aufgrund ihrer Lage oder der zu niedrigen lokalen Aprotinin-
konzentrationen nicht inhibiert werden [35].

Um die renalen Effekte von Aprotinin bei gesunden und nephrotischen Mausen
in Relation setzen zu kdnnen, missen auRerdem die Einflisse der Proteinurie
auf die tubularen Funktionen berucksichtigt werden [35]. Zahlreiche Studien
zeigen, dass eine groRmolekulare Proteinurie zu einer Uberladung der Trans-
portmechanismen der proximal tubularen Polypeptid- bzw. Proteinresorption
fuhrt. Die im Primarharn befindlichen gro3molekularen Proteine konkurrieren
zudem mit niedermolekularen Proteinen wie Aprotinin um die tubulare Resorption
[180-182]. In dieser Konkurrenzsituation und durch die Uberladung der Trans-

portmechanismen gelangt vermehrt inhibitorisch wirksames Aprotinin in den
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distalen Tubulus in den Bereich des ENaC und wird auch vermehrt im Urin
ausgeschieden [35, 181, 183]. Passend dazu war bei der vorliegenden Studie an
gesunden Mausen verglichen mit Studien im Rahmen eines experimentellen
nephrotischen Syndroms eine mehr als doppelt so hohe Aprotinindosis
notwendig, um vergleichbare Aprotininkonzentrationen im Urin zu erreichen [35,
119, 125]. Beim experimentellen nephrotischen Syndrom fuhrt am ehesten die
erhohte lokale tubulare Aprotininkonzentration zu einer vermehrten Bindung von
Aprotinin an pathologisch filtrierte Serinproteasen und entsprechend zu einer
Inhibition der proteolytischen ENaC-Aktivierung [35, 119, 122].

In dieser Arbeit Iasst sich eine ENaC-Inhibition bei der Aprotininbehandlung bei
gesunden Mausen nicht feststellen, das nephrotoxische Potenzial von Aprotinin
ist jedoch deutlich ersichtlich (siehe 4.3) [35]. Eine mdgliche Schlussfolgerung
ware, dass Aprotinin auch beim nephrotischen Syndrom durch induzierte
proximal tubuldre Schaden die Natriumresorption und die Odementwicklung
abmildern oder verhindern konnte [35]. Dagegen spricht zum einen, dass
Aprotinin und die Proteinurie um die tubuldre Ruckresorption konkurrieren,
sodass Aprotinin im proximalen Tubulus voraussichtlich im geringeren Umfang
resorbiert wird, woraus ein geringeres nephrotoxisches Potenzial resultiert. Zum
anderen wurde durch Bohnert et al. [122] kurzlich mit Hilfe von Western Blot
Untersuchungen die bisherige Annahme bestatigt, dass Aprotinin beim experi-
mentellen nephrotischen Syndrom zu einer Inhibition der proteolytischen ENaC-
Aktivierung fuhrt [119, 122]. Dementsprechend konnen die renalen Effekte von
Aprotinin beim experimentellen nephrotischen Syndrom aller Voraussicht nach
nicht auf eine alleinige tubulare Schadigung zurickgefuhrt werden. Die Differen-
zierung der Genese tubularer Schaden im Rahmen des nephrotischen Syndroms
ist allerdings nicht trivial, da sowohl Aprotinin als auch bereits die alleinige
Proteinurie zu tubulointerstitiellen Schaden fuhren [35, 178, 184-187].
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4.6 Methoden

Die Haltung der Mause in metabolischen Kafigen (siehe Abb. 6) wahrend der
Versuche stellt das beste zur Verfugung stehende Verfahren zur Flussigkeitsbi-
lanzierung dar und wurde bereits mehrfach in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
Dr. Artunc durchgefuhrt [154, 188-191]. Wegen der gastralen Inaktivierung und
der kurzen Halbwertszeit von Aprotinin ist eine parenterale Applikation mit konti-
nuierlicher Freisetzungskinetik notwendig, was beim Menschen durch eine
dauerhafte intravendse Perfusorapplikation erreicht wird [9, 19, 22, 23, 35]. Im
Gegensatz zu Tierstudien, die eine solche Medikamentenapplikation nur mit
einer dauerhaften Narkose als relevante Storvariable erreichten [35, 173],
wurden die Mause bei dieser Studie durch die kleinen operativen Eingriffe im
Rahmen der Pelletimplantationen (siehe Abb. 7) nicht stark beeintrachtigt [35].
Dies spiegelte sich in der konstanten Trink- und Futtermenge der Placebogrup-
pen am postoperativen Tag als auch im Verlauf wider (Abb. 15, Abb. 31). Der
Verlauf der Aprotininkonzentrationen im Urin in dieser Studie (siehe Abb. 16) war
mit denen der bisherigen Studien im Rahmen des experimentellen nephrotischen
Syndroms vergleichbar [35, 119, 120, 125, 192]. Eine Starke dieser Studie stellt
die kontinuierliche Aprotininfreisetzung Uber mehrere Tage dar, wodurch eine
dezidierte Untersuchung der renalen Effekte von Aprotinin moglich wird [35].

4.7  Ausblick

Die Sicherheitsbedenken von Aprotinin fuhrten zu einer jahrzehntelangen
Kontroverse, die sich aufgrund des nun eindeutig nachgewiesenen nephrotoxi-
schen Potenzials fortsetzen und gegebenenfalls neu entfachen wird. Sofern
Aprotinin dennoch weiterhin therapeutisch eingesetzt wird, sollte in Zukunft der
Fokus auf der Bestimmung von renalen Risikofaktoren und von
Kontraindikationen liegen, um durch Dosisreduktionen und prophylaktischen
MalRnahmen das Risiko fur renale Nebenwirkungen zu verringern. Zur Bestim-
mung dieser Risikofaktoren, wie beispielsweise vorbestehende Nierenschadi-
gungen oder Komedikationen mit Diuretika, RAAS-Inhibitoren oder nephrotoxi-

schen Substanzen sollten weitere in vivo Untersuchungen durchgefihrt werden.
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Aufgrund der nephrotoxischen Nebenwirkungen ist die klinische Anwendung von
Aprotinin beim nephrotischen Syndrom, trotz des eindrucklichen Nachweises der
ENaC-Inhibition und der Verhinderung der Odementstehung beim nephrotischen
Mausmodell, schwierig umzusetzen. Um mogliche aprotininbedingte tubulare
Schaden auch beim nephrotischen Syndrom und Auswirkungen der Proteinurie
auf die pharmakokinetischen Eigenschaften von Aprotinin beurteilen zu kénnen,

sind weitere Untersuchungen an nephrotischen Mausen notwendig.

Daruber hinaus sollte das Hauptaugenmerk auf der Identifizierung der
essenziellen Proteasen bzw. Proteasenkaskaden fur die proteolytische ENaC-
Aktivierung sowohl unter physiologischen als auch pathophysiologischen Bedin-
gungen liegen. Durch Knock-out Mausmodelle werden bestimmte ausgewahlte
Proteasen nicht exprimiert, sodass deren Einfluss auf die ENaC-Aktivierung in
vivo beurteilt werden kann. Auf diese Weise konnten zukunftig mafigeschnei-
derte, spezifische Inhibitoren von einzelnen essenziellen Serinproteasen entwi-
ckelt werden. Der grol3e Vorteil hierbei ware eine Reduktion von Nebenwirkun-
gen, die bei unspezifischen Serinprotease-Inhibitoren wie beispielsweise
Aprotinin auftreten. Diese Beeinflussung der Proteasurie konnte in Zukunft eine
wichtige therapeutische Strategie nicht nur beim nephrotischen Syndrom,
sondern auch bei weiteren Erkrankungen, die mit einer erhdhten Proteasurie

einhergehen, darstellen.
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5. Zusammenfassung

Der Serinprotease-Inhibitor Aprotinin wird in der Herzchirurgie als Antifibrinolyti-
kum eingesetzt und wurde zwischenzeitlich unter anderem wegen renalen
Nebenwirkungen vom Markt genommen. Im nephrotischen Mausmodell wurde
gezeigt, dass Aprotinin die proteolytische Aktivierung des ENaC und dadurch die

Natriumresorption und die Odementstehung hemmit.

In dieser Studie wurde untersucht, ob die renalen Nebenwirkungen von Aprotinin
auch bei gesunden Mausen auf die ENaC-Inhibition zurtickzufihren sind. AulRer-
dem sollte geklart werden, ob die fast vollstandige renale Metabolisierung von
Aprotinin zu relevanten Schaden im proximalen Tubulus fuhrt. Die Versuchstiere
wurden nach den subkutanen Aprotinin- und Placebopelletimplantationen in
metabolischen Kafigen gehalten. Dies ermdglichte die Untersuchung der renalen
Effekte von Aprotinin unter den Stressmodellen der Niedrigsalzdiat und der

medikamentdosen ENaC-Blockade mit Triamteren.

Diese Arbeit zeigt, dass eine hochdosierte Therapie mit Aprotinin bei gesunden
Mausen mit deutlichen proximal tubularen Schaden und Nierenfunktionsstorun-
gen einhergeht. Es liegt nahe, dass die Schadigungsmuster durch die nachge-
wiesene proximal tubulare Akkumulation von Aprotinin induziert werden.
Aprotinin fuhrt bei gesunden Mausen im Gegensatz zu der initialen Hypothese
nicht zu einer ENaC-Inhibition, sondern am ehesten bedingt durch die proximal
tubularen Schaden zu einer verstarkten ENaC vermittelten Natriumresorption.
Die nephrotoxischen Effekte von Aprotinin sind dabei dosisabhangig und werden
noch 60 Tage nach Ende der Aprotininfreisetzung nachgewiesen.

Die Ergebnisse dieser Studie bieten eine mogliche Erklarung fur die erhohte
Inzidenz an Nierenschadigungen im Rahmen der Therapie mit Aprotinin. Im Falle
einer fortgesetzten klinischen Anwendung sollte das nachgewiesene nephrotoxi-
sche Potenzial von Aprotinin unbedingt beachtet und weitere renale Risikofakto-

ren und Kontraindikationen definiert werden.
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