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Einleitung

1 Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen fiihren in vielen westlichen Industrielandern die
Todesstaistiken an. Krankheiten des Hefzeislaufsystems wanein 2015 wie auch in

den Jahren davomit 39% die haufigste Todesursache in Deutschi8tdtistisches
Bundesamt 2017)Die chronisch ischdmische Herzkrankheit stellt laut statistischem
Bundesamt mit 21,3% die haufigste Todesursache unter den -Kterglauf
Erkrankungen dar, danach folgen Myokardmfaund Herzinsuffizienz mit jeweils 13%.

Im Zusammenhang mit der Entstehung von Atherosklerose steht ein veranderter
Lipidstoffwechsel mierhdhten PlasmaCholesterinund Plasmarriglyceridspiegeln, fur
welchen die zunehmend fetthaltige Ernahrung derusidielander mitverantwortlich

ist. Das Apolipoprotein E spielt eine wichtige Rblém Lipidtransport im Blutda eslie
Aufnahme der bolesteiin- und triglyceridreichen Lipoproteine in der Leharmittelt.
ApoE- Mause gelten als klassische@rexpaimentellesModell zur Untersuchung von
Atherosklerose und Nierenerkrankungef@hou 2015) Das aus einem gestorten
Lipidstoffweshsel resultierendeJbergewicht stellt einen entscheidenden Risikofaktor
fur diverse Erkrankungen wie zum Beispiel Bluthochdruck, Diabetes, Koronare
Herzerkrankungen und Atherosklerogar. Durch Ernahrung verursachtes Ubergewicht
steht zudem ben Mensclken und im Maus und Rattemmodellim Zusammenhang mit
renalen Erkrankungemnnd deren Schwere allgemein (Proteinyriaflammation und
erhdhte ZytokiRExpressiorsowie praneoplastische Lasionemnd mit glomerularen
Erkrankungen im Speziell@Wang et al. 2009; Stemmer et al. 20JH)ttreiche Nahrung

und oxidierte Fette spielen eine Rolle m@r Differenzierung von Makrophagen zu
Schaumzellen und daraus resultierenden GefalwandschanémblagerungerDaher

ist die Niere mit ihren zahlreichen Blutgefal3en gut geeignet um neben den
Auswirkungen der GeKnockouts von ApoE, PACAPtuitary Adenylate Cyclase
Activating Proteinind PAC1 (PACAP Rezeptor 1) auch den Einflussfaktor der Erndhrung
auf ihr morphologische und inflammatorische Erscheinungsbild hin zuntersuchen.

Das Neuropptid PACAP weist einen protektiven Effekt in diversen Geweben und
Pathologien auf, so audbei renalen ErkrankungefReglodi et al. 2012aund spielt

zudem auch im kardiovaskularen System eine wichtige Rolle. Inwi®&s&€APbzw.



Einleitung

PAC1DefizienzAuswirkungen auf dis#orphologie deNieren von ApoE- Mausen ha,

wird erstmalsuntersucht.

1.1 Atheroskleose

Entzindungsprozesse und Lipidstoffwects@klen eine Rolle in der multifaktoriellen
Genese der chronisch verlaufenden Gefal3erkrankung. Pradisponierende Faktoren sind
unter anderem Hypertonie, Hyperlipidamie, Hyperfibrinogenamie, Diabetes mellitus,
Nikotin, Toxine, Alter, psycscherStress und eine familidre Belastuii®schyrembel und
Dornblith 2004)

Der arteriellen Endothelzelle kommt eine Schlisselrolle in Hetstehung der
Atheroskleroseu(Mdiller und Kuhlencordt 2017Pie Funkonszustande des Endothels
kann man als einen antiinflammatorischen Ruhezustand und als einen
proinflammatorischen Aktivierungszustand bezeichighiller und Kuhlencordt 2017)
Unter physiologischen Bedingungen istsdEndothel so gut wie nicht permeabel und
erlaubt keine Leukozytendiapedeg®iller und Kuhlencordt 2017Bei Aktivierung
durch Inflammation resultierheben einer Permeabilitatssteigerumgne Rekrutierung

und Diapedese von Makrophagen, die allerdings nicht ins Interstitium auswandern,
sondern in der Gefdwand verbleiber{Miller und Kuhlencordt 2017Eine Aktivierung
kann durch mechanische Mehrbelastungaufgrund von Wirbelbildungen der
Blutstromung an Préadilektionsstellen wie vor und nach GefaRabgangen -oder
krimmungen, insbesondere bei Bluthochdruck, sowie durch schadigeniative
Einflisseauf das Endothel stattfindegfNavab et & 2004; Rassow 2008)

Neben einem gestérten Blutfluss ist auch die Akkumulation von Lipiden an der
Entstehung der Atherosklerose beteiligt. Unterphysiologischen Bedingungen
entwickeln Labormause keine Atherosklerpsdlerdings l6st die Delaih des ApoE
Gens (ApoE Knocko@KO) eine schwere Hypercholesterindmie und eine spontane
Atherosklerose augHansson 2005Ebenso entwikeln Mause, die einen Mangel aovic
Density Lipoprotein (LDL)Rezeptoren aufweisen, eine Atherosklerose, insbesondere
dann,wenn siezusatzlichmit fettreicher Nahrung gefiittert werdefHansson 2005Bei
Hypercholesterindmie konnte in Tiennd Humanstudien eine fokale Aktivierung des

Endothels gezeigt werdgiHansson 2005)



Einleitung

Aktivierte Endothelzellemxprimieren vermehrt verschiedene Typen von Leukozyten
Adhasionsmolekiilen, was zunachst zum Rollen der Blutzellen entlang der GefaRwand
und nachfolgend zuleren Adhasionfihrt (Eriksson et al. 2001; Hansson 20050
werden beispielsweise die AdhasionsmolekMascular Cell Adhesion Molectile
(VCAM1) und Monocyte Chemoattractah Proteinl (MCR1) exprimiert. Letzteres ist
entscheidend fir die Transmigration der Monozyten und macht das Endothel
durchlassiger. Monozytewerden durchKontakt zu Chemokinen wéahrend des Rollens
aktiviert (Maller und Kuhlencordt 2017dringen in die Intima ein und differenzieren
sich hier zu Makrophagen. Sie geben wie bei einer Entzindungsreaktion
inflammatorische Zyikine, Sauerstoffradikale un@lVasserstdiperoxid ab, wodurch
LDLPartikel oxidiert werden(oxLDL)Rassow 2008)die dann von Zellen uber sog.
ad Ol GSYaASNI wST SLI2NBy [dzZF3aASy2YYSYy 46SNRSy®
CD36 istin Rezeptor auf Makrophagen fur oxLDL. Er ist nicht nur fir die Aufnahme von
oxLDL verantwortlich, sondern beeinflusst auch das Zytoskelett unBxgieession von
Adhasionsmolekiilebei Makrophagen, sodass diese in der Lasion verbleiben und nicht
auswandern(Park et al. 2009; Muller und Kuhlencordt 201Mach Phagozytoseon
oxLDL entstehen ausMakrophagen dann sog. Schaumzellen(engl. foam cells)
Ansammlungen solcher Schaumzellen innerhalb der Intima zeigen sich maksaskopi
als sog. Fettstreifereqgl. fatty streaks)(Rassow 2008)welchedas erste Stadium der
Atherosklerose darstellen(Abbildung 1). Fatty streaks sind haufig Kklinisch
asymptomatisch und vollstandig reversiti#iller und Kuhlencordt 2017purch die
zunehmende Veranderung der GefalRwand verstarkt sich die endotheliale Dysfunktion.
Im weiteren Verlauf binden auch Thrombozyten an der Lasion und glatte Muskelzellen
wandern aus der Media in die Intima ein. Sie werden durch die Aufnahme von oxLDL
ebenfalls zu Schaumzelle(Rassow 2008)Die sich anhaufenden Zellen bilden
zunehmend Kollagen, Elastin und Proteine der extrazellularen Matrix, wodurch fibrose
Plaques entstehe(Abbildungl). Die fortgeschrittene Lasion weist einegllarmenKern

6 o f A LIA Raus Cz2INEBris Ueiner fett und kollagenreichen Matrix und
Cholesterinkristalleisowie Schaumzeh auf. EineDeckplatteaus glatten Muskelzellen

und KollagerschirmtdasAtherom zum Gefafl3lumen hin #Abbildungl, Abbildung?2).

Durch die in der Intimairkular wachsendenatherosklerotischenPlagues/Lasionen

vereng sich zunehmend das Gefal3slumewodurch eine Lumenstenoseresultiert

3
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(Muller und Kuhlencordt 20175olchePlaquesdie nur in einem dil der Zirkumferenz
wachsen, wolben sich durch den Blutfluss wdduck nach auf3en vofMuller und
Kuhlencordt 2017)Die Gefal3veranadangen fuhrenzu einer Versteifung deWwande
Bildung von Verkalkungen und Ablagerung extrazellularer Cholesterinkri®alésow
2008)
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Abbildung 1: Stadien derGefalRwandverdnderungaus Rassow 2008(modifiziert) 1. normale
GefalRwand2: frihe Lasion (I, nach WHO Definition) mit Fettstreifefgryeschrittene Lasion (I, nac
WHO Definition) mit fiirsen Plaques; Die WHO gibt in ihrer Klassifikation eine dritte Stufe
komplizierte Lasion (l11), mit klinisch manifesten Folgeerkrankungen an

Aktivierte Makrophagen produzieren inflammatorische Molekile und proteolytische

Enzyme, die diaus Glattmus&lzellen bestehend®eckplatteschwachen und Zellen im

Lipidkern der Plaque aktivieren kénneAus einerostabile/ & t f | |j dzS8 Sy (G aid SK
vulnerable dinstabiled Plaque (Hansson 2005)Wird die bedeckende fibrose Kappe

dunner und somit verletzlicher, kargine sog. Plaquerupturesutieren (Abbildung?2).

Reil3t ein Atherom von der GefalRwand &bnn eineThrombu®ildung erfolgen mit
Folgeerkrankungen wie.B.Herzinfarkt oder Schlaganfall. Andere Folgeerkrankungen

sind arterielle  Durchblutungsstérungen, wie  z.B. periphere arterielle

Verschlusskrankheit, Koronare Herzerkrankung, Angina pectoris und arterielle

Thrombosen.

. Abbildung2: Die Makroskopie der Atherosklerose, &tisller und
Kuhlencordt 207; es zeigt sich die aufgeworfene Oberflache einer
instabilen Plage
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1.2 Die Niere

1.2.1 Anatomie und Funktion

Die menschliche Niere (Ren) ist ein paariges Organ, welches umgeben von einer straffen
bindegewebigen Kapsel, eingebettet in Fettgewebe, im Retroperitonealraum liegt. Am
Hilum der Niere befinden sich Eiand Austrittsstélen der Leitungsbahnen sowie des
Ureters. Sie lasst sich in eine aul3en gelegene Rindenzone und eine innere Markzone,
bestehend aus den sogenannten Markpyramiden, gliedern. Die Rindenzone ist ein etwa
sechs bis zehmm breiter Streifen, direkt unter der Blienkapsel gelegemie Basis der
Markpyramiden ist nach auf3en zur Rinde gerichtet, die Spitze oder Papilla mmalis
innen gelegene Nierenbecken.Kleinere S&uger, so auch die Maus, haben keine
multipapillére Niere wie der Mesch mit etwasiebenbiszwdf Markpyramiden, sondern

eine unipapillare NieréSchiinke et al. 2009; Lullmafauch 2009; Welsch und Deller
2011) Die mikroskopische Funktionseinheit der Niere ist das Nep{#&bhildungs). Es
besteht aus demNierenkorperchen(Abbildung3, Abbildung4), anwelches sich ein
unverzweigter, aus mehreren Segmenten bestehendarbulus anschlie3t, der
schlie3lich in eirBammelrohmundet. Ein Sammelrohr nimmt den Harn vomwa elf
Nephronen auf und fusioniert immer weiter zu grof3eren harnableitenden Gangen, die
letztendlich an der Papilla renalis in den Nierenkelch minded hier den Harn
abgeben(LullmannaRauch 2009)DasNierenkdrperchenist das Bindeglied zwiseh

dem BlutgefalRsystem und den harnableitenden Struktui@chtinke et al. 2009hier

findet die Ultrafiltration des Blutes statin der menschlichen Niere beden sich etwa

2,4 Millionen dieser Nierenkérperchdischiinke et al. 2009Ein Bestandteil ist eine
vielfach gewundene Gefalischlingger Glomerulus. Das Blut gelangt durch eine
Arteriola afferens irden Glomerults, passiert die Kapillarschlingen und verlasst diese
wieder durch die Arteriola efferens. Diese-&ind Austrittsstdle markiert den Gefal3pol

des Nierenkdrperchens.
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Abbildung3: NierenkdrpercherausLillmanrRauch Abbildung4: Nierenkdrperchen mit

2009(modifiziert) MD=Macula densa, angeschnittenem GefaRind Harnpd
JGZ=juxtaglomerulare Zellen, AzanfarbungNF PACAR ApoE-, Tier FzH96
egM=extraglomerulare Mesangiumzellen, 200x MD=Macula dens@gv=Mesangium,

GBM=glomerulare Basalmembran, M=Mesangiun K=Kapillare
K=Kapillare, PZ=Podozyten, pB=parietales Blatt ¢
BowmanKapsel, KR=Kapselraum

Der Glomerulus ist in eine doppelwandige Bownrkapsekingebettet, bestehend aus
einem viszeralen und einem parietalen Blatt. Diese kann man sich vorstelletievie
Schichten einesnit der Faust eingedrickie Luftballors: Das der Faust oder dem
GefalRknauel anliegende viszerale Blatt und das auRRere parietate Bas viszerale

Blatt besteht aus spezialisierten Epithelzellen, den Podozyten. Diese umgreifen mit inren
FuRRchenfortsatzen die Kapillarwande des GlomerulDge dazwischen gelegene
glomerulare Basalmembran (GBM) ist zum einen wegen ihrer Porengrifi@reren
wegen ihrer stark negativen Ladung eine wesentliche Barriere fur Praf@/atsch und
Deller 2011) Der glomerulare Filter oder die BibtarnSchranke besteht aus dem
gefensterten Kapillarendothel, der GBM und den Fortsdtzen der Podozyten.
Plasmaproteine und Blutzellen werdéaer zurtickgehalten, wohingegen Wasser und
kleinere Molekile hindurchkdénnemer Kapselraum zwischen den beiden Blattern, in
dem der Primarharn aufgefangen wird, setzt sich in das Tubulussystem fort. Der Harnpol
des Nierenkorperchens sitzt dem GefaBpajeaiber.Die Mesangiumzellen im Innern

des Nierenkdrperchens geben dem Gefal3knduel Halt und fillen den schmalen
Bindegewebsraum, das Mesangium, zwischen den Kapillaren aus. Sie sind kontraktil und

kdnnen phagozytieren.
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Das sich dem Nierenkdrperchen anschlieRende harnableitende Tubulussystem ist in
mehrere Absbnitte gegliedert Abbildung5). Am Harnpol setzt sich der Kapselraum
zunachst in den proximalen Tubulus fort, der dann in Intermediartubulus und distalen
Tubulus tbergeht. Der distale Tubulus berthrt an der sogenannteulsldensa, einem
kleinen Fleck am GefaRpak & SAy ad Df 2YSNUHz dza® | ASNJ FAYRS
Ruckkopplung statt, indem die NaCl Konzentration gemessen wird. Higibtessung

einen zu hohen Natriumchlord@ert, wird die Zufuhr an Blut zum Glomeruldsrch
GefalRkonstriktion der A. afferens gedrosselt, was in weniger PrimaBiddang und

somit Entlastung der nachfolgenden Tubulussegmente resultierder Niereninde

liegen die Nierenkérperchen, die Konvolute von proximalem und distalem Tubulus und
die Verbindungstubuli, die den Anschluss an die Sammelrohre gewahrleBien.
geraden Abschnitte des Nephrons bezeichnet man auch als +$ehleife(Abbildung

5). Die Blutversorgung der Niere ist ausgesprochen ausgeprétie vier bis funf
Minuten flie3t das gesamte Blutvolumen hindur@Nelsch und Deller 2011Aus der
Arteria renalis, die am Hilum in die Niere eintritt, gehen die Aa. interlobares ab, die
zwischen den Markpyramiden verlaufen. der Basis der Markpyramide gehen diese in

die bogenférmig an der MarRindenGrenze verlaufenden Aa. arcuatae Upderen
Abzweigungen di&lomeruliversorgen Im Mark verlaufen zudem abnd aufsteigende

Vasa recta, Uber die das Blut wieder in das dememde Venensystem gelangt. Diese
topographische Beziehung zwischen den Kapillarnetzen und dem Tubulussystem ist

wichtig, damit das ruckresorbierte Wasser gleich wiederaufgenommen werden kann. Im
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proximalen Tubulussystem werden ca.-8@0% des Primarharngickresorbiert. Der
komplexe Prozess der Harnbildung geschieht durch Ultrafiltration, Sekretion und
Ruckresorption. Von den ca. 18Primarharn am Tag werden nur etwa 1,5 als
endgultiger Harn ausgeschiedefWelsch und Deller 2011)Grundlage fir die
Harnkonzentrierung ist das sog. Gegenstromprinzip. Dessen morphologisches Korrelat
liegt im Nierenmark in der entgegengesetzten Stromrichtung der parallel verlaufenden
Tubuli der HenleSchleife (Harn) und deBlutgefaRen Yasa recta Der juxtaglomerulare
Apparat (JGA)er Niere ist morphologisches Korrelat fur die bereits oben erwéhnte
tubuloglomerulare Rickkopplung sowie fur das RefmgiotensinrAldosteronrSystem
(LullmanAaRauch 2009)Zum JGA gehdren die Macula densa, das extraglomerulare
Mesangium und die juxtaglomerularen Zellen, welche spezialisierte glatte Muskelzellen
in der Wand des Vas afferens sind. Die extraglomerularen Mesangiumzellen stiitzen am
Gefd3pol die einund austretende Arteriole. Von den juxtaglomerularen Zellen wird bei
zu niedrigem Blutdruck die in Granula gespeicherte Protease Renin sezerniert. Sie
spaltet das von der Leber synthetisierte und im Blut zirkulierende Angiotensinogen zu
Angidensin |. In GefaRendothelien wird dieses wiederum vangiotensin Converting
Enzymezu Angiotensin Il gespalten. Die Effekte von Angiotensin Il sind zum einen eine
GefalRkonstriktion, zum anderen eine erhohte Sekretion von Aldosteron in der
Nebenniere, wasviederum eine vermehrte Retention von Natriumionen und Wasser
bewirkt. Beides fiihrt zu einer Erhéhung des Blutdrucks.

Die Niere Gibernimmt viele wichtige Funktionen des Korpers. Neben der Uberwachung
des Wassemund Salzhaushaltes und der Kontrolle desdBlicks werden hier Hormone

und Gewebsfaktoren gebildet und auf entsprechende Reize hin sezerniert, wie zum
Beispiel Erythropoietin, Calcitriol oder Renin. Aul3erdem entledigt sich der Kérper in der
Niere im Stoffwechsel anfallender, Gberschissiger Substamze Harnstoff aber auch

korperfremder, oder gar toxischer Stoffe wie Medikamente und deren Metabolite.

1.2.2 Nephropathien und Atherosklerose

Haufig haberNierenerkrankungen wieum Beispietlie chronische Niereninsuffizienz
(engl. chronic kidney disease = CHKD) unterschiedliche Stadien von
Funktionsbeeintrachtigungen sowie Ursacl{&ensing und Rippe 201Hanessen und

eingestuft wird die Nierenleistung anhand dglomerularen Filtrationsrate (GFR).
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Ursachen fur die renale Leistungsminderung konnghGlomerulosklerosewelche fur

90% der Endstadien des Nierenversagens verantwortliclthsonische Entzinagen
(Pyelonephritis) und oxidativer Stress séifiassara et al. 2009; Rensing und Rippe
2014) Zudem besteht eine hohe Korrelation mit anderen altersabhangigen
Erkrankungen(Rensing und Rippe 2014piabetes verursacht erhOhten oxidativen
Stress und ist der haufigste atiologische Faktor der (B€D&ng und Rippe 2014Eng
verknupft sind sowohinit den chronischerNierenerkrankungepals auch mit akutem
Nierenversagendie HerzKreislaufErkrankungenEs besteht eine lineare Beziehung
zwischen einer verminderten GFR und dem Risiko fir kardioasHKeteignisséSchiele
2009) Man spricht auch vonkKardiorenalen Syndrom, da sich Erkrankungen beider
Organsystemaegenseitig negativ beeinflusséRensing und Rippe 2014)ie renale
Dysfunktion induziert, verstarkt und treibt die C{Oardiovascular Disegsedeutsch:
Kardiovaskulare Erkrankungeim Algemeiren und die Atherosklerose im Speziellen
Uber verschiedene pathophysiologische Wege voré®chiele 2009) wahrend
umgekehrt auch die CKD durch Atherosklerose verschlimwiedt(Chade et al. 2005)

Die Hauptmechanismeriber die die renale Dysfunktion die CVD Ideisst sind
Hypertonie, endotheliale Dysfunktion, Dyslipidamie, Entziindung, Aktivierung des
RenirAldosteronrAngiotensinSystems und spezifische Kalzifikatior{&chiele 2009)
Diese Faktoren sowie Diabetes, Ubergewicht und das metabolische Syndrom tragen
aber auch zur progressiven Schadigung der Niere s wiederum zu einer
Dyslipiddmie und Ansammlung urdmischer Toxine fuhren K&hade et al. 2005)
Dadurch entstehende freie Radikale und proinflammatorische Faktoren kdnnen
wiederum eineendotheliale Dysfunktion einleiten und somit die Entstehung einer
Atherosklerose begilnstige(Chade et al. 2005; Langheinrich et al. 2010)ihrer
Untersuchung an ApdELDL- Mausen fanden Langheinrich et al. einen
Zusammenhang zwischen einem reduzierten intrarenalen vaskularen Volumen und
systemische Atherosklerose soie glomeruldren Abweichunge(Langheinrich et al.
2010)
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1.3 PACAP

Das multifunktionale Neuropeptidituitary Adenylaie CyclaseActivating Polypeptide
(PACAP) wurde zuerst im Jahr 1989 entdg®ldudry et al. 2009und gehort zur
GlucagorPACAR/IRProteinSuperfamilie (Abbildung 6). Diese beinhaltet neun
bioaktive Peptidesowie das PACARelated Protein (PRP)fur welchesbislang keine
Bioaktivitdt nachgewiesen werden konnt8herwood et al. 2000; Harmar et al. 2012)
Zu den bioaktiven Peptiden gehorahas Vasoaktive Intestinale Polypeptid (VIP),
Sekretin, Glucagon, Glucagbke Peptid 1 (GLP1)Glucagodike Peptid 2 (GLPR
Growth-Hormone ReleasingHormone Factor (GRF)@astriclnhibitory Peptide (GIP) und
das Peptid HistiduMethionin (PHM).

Humane

:E';teiff:n‘iﬁire Bioaktiver Kern Aminossuren | Abbildung 6:  GlucagorProtein-Superfamilie;  Die
Peptide der Superfamilie, die im Menschen

vorkommen nach Lé&nge der Aminosdauresequenz

sortiert. Die ersten 27 Aminosduren stellen den

PACAP
Secretin

27
27

PHM a7 Hauptteil des bioaktiven Kerns der Peptide dar. Aus
vip 28 Sherwood et al. 2000nodifiziert)

Glucagon VA7 7777777774 29

GLP-1 (A7 7777777774 wa 30

GLP-2 | PPZP7r7777777 7772 o 35
PACAP we 38
GIP (PSS LA A LSS LSS 42

GRF wa 44
PRP o 48

1.3.1 Genetik und Struktur
Das humane PACAP Gen liegt in der Region P11 auf dem Chromofdaud§ et al.
2000) Es besteht aus funf Exons, wobei Exon 4 BR&kodiert und Exon 5 das

eigentliche PACAP Prote{Naudry et al. 2009)Aus einer 176 Amirsguren langen
Vorlauferversion (precursor, preproPACAP) werdierzwei biologisch aktiven Formen,
PACAP38 und PACAP27, benannt nach der Anzahl der Aminosauren, prozessiert
(Abbildung7). Die Struktur der biologisch aktiven Region des PACAP Gens ist Uber die
Evolution von Amphibien hin zu Saugetieren vollstandig erhalten wopdaudry et al.

2000) Sie ist beim Menschen, bei Maus, Ratte und Schaf ider{titnimar et al. 2012)
PACAP38 ist in Saugetieren die dominante Form und macht hier 90Remisdi et al.
2012a) Die Aminosauresequenz von PACAP27 hat 68% Ubereinstimmung mit VIP
(Vaudry et al. 2000)
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Abbildung7: Aminosauresequenz von PACAP27, 38 ViR mit blauer Umrandung ist die homologe
Aminosauresequenz von PACAP 38 und PACAP 27 mars&taudry et al. 2009modifiziert)

Die Sekundarstruktur von PACAP27 weist afieNninus zunachst einen initialen
ungeordneten acht Aminosauresequenzen kurzen Abschnitt auf, gefolgt von vier
Domaénen. Die erste Doméane an Stéllbis 12 weist einel -Schleife auf, wahrend die
folgenden drei an den Aminosaurepositionen -1£2, 1520 und 2224 helicale
Strukturen aufweiserfVaudry et al. 2000PACAP38 spiegelt die \Bttur von PACAP27
wider und weist am @erminalen Ende zusatzlich eine weitere, durch eine

scharnierartige Verbindung gekoppelte Helix @dfay et al. 1993)

1.3.2 Die PACARezeptoren

PACAP bindet an drei verschiedene Rezeptoren: PAC1, (FIRRezeptor 1)und
VPAC2AVIRRezeptor 2) Sie gehdren zur Klasse B oder Il der G Prgehoppelten
Rezeptoren, der SekretiRezeptosFamilie (Harmar et al.2012) Diese triggern
hauptsachlich tUber das s®rotein die Adenylylcyclase, die den BotenstafAMP
(cyclisches Adenosinmonophosphat) bildet und so die Signaltransduktion in Gang setzt.
Die Aktivierung derPhospholipase @ihrt zu erhéhten Calciumspieln (Vaudry et al.
2000) PAC1Ibindet selektiv PACAP, wobei die Affinitdt zu anderen Mitgliedern der
Proteinfamilie, zum Beispiel zu VIP stark abninfReglodi et al. 2012a)/PAC1 und
VPAC2 binden PACAP und VIP mit gleich hoher Aff{R&iflodi et al. 2012apie N
terminale extrazellulare Ektodoméane des PATIst die Hauptbindungsstelle fiur PACAP
(Laburthe et al. 2007; Harmar et al. 201Rje G&erminalen und zentralen Helisedes
Liganden interagieren mit der-términalen Ektodoméne des Rezeptors, wodurch der
N-Terminus des Liganden so positioniert wird, dass er durch Kontakt mit dem Innern der
Transmembranregion die Aktivierung des Rezepausdst Abbildung8) (Laburthe et

al. 2007; Harmar et al. 2012iese Kontaktregion ist bislang noch nicht genauer

identifiziert worden(Harmar et al. 2012)
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der

Bindung des Liganden VIP an den VPRE&Zeptor.
o Das @erminale Ende von VIP (blaurdastellt)
bindet an der Nerminalen Ektodomé&ne des

Ektodomine ‘

a Rezeptors (Med), wodurch das Kerminale Ende
/ ‘ von VIP (gelber Kreis) in der
% cterminalesendeven e Transmembrandoméne gefangen wird; aus
y N-terminales Endevonvie (HArmar et al. 2012)modifiziert nachLaburthe et
& al. 2007(modifiziert)
?\lﬁ
Tran randomane

Fir die drei Rezeptoren PAC1, VPAC1 und VPAC2 sind spezifische Agonisten und fur die
beiden erstgenannten auch Antagonisten gefunden und entwickelt worden. Der einzig
selektive Agonist fir PAC1 Maxadilan, der aus den Speicheldriisen einer Sandfliege
isoliett wurde, weist keine signifikante Sequenzhomologie mit PACAP oder VIP auf
(Moro und Lerner 1997; Harmar at. 2012)

PACL1 ist im Gehirn unidch peripheren Nervensysteneichlich vorhanden, wahrend
VPAC1 und VPAC2 vor allem in peripheren Organen exprimiert wévadelry et al.

2009; Eneman et al. 2016)n der humanen Niere ist VPAC1 der vorherrschende
Rezeptor, er fand sich in proximalen Tubulusepithelzellen und in PodoBmeman et

al. 2016) Das Vorkommen von VPAC2 war auf renale Blutgefal3e beschrénkt, PAC1
konnte in der humanen Niere nicht nachgewieseerden (Eneman et al. 2016)nder
Rattemiere wurde PACIn corticalen, tubularen Epithelzellen geze{@rubel et al.

2011) In glomerularen Podozytervon Mausenwurde VPAC1 als einzigdtACAP
Rezeptor nachgewiesdakamoto et al. 2015)

PACAP und VIP beeinflussen in vielen Organen die menschliche Pathophysiologie. Das
Wissen uber die Struktur und Wirkweise von Rezeptoren, Agonisten und Antagonisten
ist auch fir die Entwicklung hier ansetzender Pharmazeutika und somit die Therapie
diverser Erkrankungen von Bedeutung. Interessant ist auch die Rolle deruxtP
PACAMRezeptoren in der Krebsforschung. Sie kommen in einer gro3en Zahl
verschiedener Tumore vor und werdelort teilweise sogar Uberexprimiert. Hierbei

kann das Wachstum der neoplasthen Lasionen verstarkt oder gehemmt werden.
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Ihnen gilt hier vermehrte Aufmerksamkeit der Forschung, da sie als mégliches Ziel der

Tumortherapie dienen kénnte(Moody et al. 2016)

1.3.3 Funktionen und biologische Effekte

PACAP undlessen Effekte werden seit seiner Entdeckumgfassenduntersucht.
Mittlerweile ist eine Reihe von Auswirkungen, insbesondergantralen Nervensystem
(ZNS, aber auch in den peripheren Organen, in Tumorzellen und anderen
physiologischen Vorgangen im Kér herausgearbeitet worden.

PACAP wirkt antiinflammatorisch, antiapoptotisch und antioxidativ. Einer der am
grundlichsten erforschten Effekte von PACAP ist seine neuroprotektive und allgemein
zytoprotektive Wirkung gegen diverse schadliche Stimuli inewialerschiedenen
Zelltypen und Gewebe(Reglodi et al. 2012a)ntersuchungean KOMausenzeigen,

dass PACAP defiziente Mausevitro und in vivosensitiverauf diverse Schadigungen
reagieren(Reglodi et al. 2012bkine bemerkenswerte Eigenschaft von PACAP und VIP
ist deren Fahigkeit eine entztindliche Reaktion durch Herunterregulieren von Zytokinen
und Chemokinen, die bei inflammatorischen Stimui. zon Makrophagen produziert
werden, abzublocker{Abad und Tan 2018\erschiedene Studienergebnisse legen
auBerdem nahe, dass PACAP Teil des endogenen Reparatursystems ist, da der
Organismus miteinem erhéhten PACARevel auf Verletzurem und Schéadigungen
reagiert(Reglodi et al. 2012bAuch wenn bewiesen ist, dass der Mangel an PACAP zu
gesteigerter Apoptose, Inflammation und oxidativem Stress fuhrt, ist demrmocht
bekannt, ob der PACAWangel an sich oder sekundare Mechanismen oder
Veranderungen in den zellularen Schutimd Reparatursystemen fir die vermehrte
Vulnerabilitat in PACAP defizienten Mausemantwortlich ist(Reglodi et al. 2012b)

Im ZNS spielt PACAP unter anderem eine Rolle in der Entwicklung des Nervensystems,
in der zentralen und peripheren Schmerzentwicklung und bei der Alzheimer Erkrankung.
Es hat antidepressive YKung und ist Teil der angeborenen und adaptiven Immunitat.
PACAPund VIP spielen im ZNS wichtige Rollen bei der Kontrolle des circadianen
Rhythmus, bei Lernen und Gedachtraiswie bei Angst und bei der Reaktion auf Stress
und HirnschadigungefHarmar et al. 2012)

Der endogene MangelnaPACAP fuhrin Mausenzu einer Reihe von Abnormitéaten

(Reglodi et al. 2012b; Abad und Tan 208&)weisen eine hthere Stdrbhkeit auf, eine
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niedrigere Fertilitdtsrate sowi@bweichungenm circadianen Rhythmusnd Verhalten
sowie respiratorische und metabolische Veranderungen. Bei-RARAMDoppet
Knockout (DKO)Mausen zeigte sich ein deutlich vermindertes Wachstum und eine
erhohte SterblichkeifNiewiadomski et al. 2008)

1.3.4 PACAP im Immunsystem

PACAP und VIP spielen im Immunsystem und Entzindungsprozaggennd ihrer

oben genannten Eigenschafteme wichtige Rolle. In verschiedenen Tierstudien zeigte
sich eine Behandlung mit PACAP bei chronisch entziindlichen Krankheitsmodellen in
einer abgemilderten Symptomat®audry et al. 2009Ein Ziel, an dem PACAP in der
Immunantwort angreift sind u.a. Makrophagen und Monozyté&uf diesen wird der
PAC1Rezeptor konstitutiv exprimielfHarmar et al. 2012)

Tumornekrosefaktoralpha (TNF) und Interleukin6é (I:6) sind proinflammatorische
Zytokine. TNF ist bei der unspezifischen Immunantwort bedeutend und kann
Entzindungsreaktionen im Korper auslosen oder verstarken. Beim Bekampfen einer
Entziindung spielt der Ubergang von der unspezifisauerspezifischen Immunantwort

eine zentrale RolléJones 2005)Dieser Wechsel ist bdi-6-Defizienz fehlerhaft. Das
Zytokin IE6 tritt durch Rekrutierung, Aktivierung und Apoptose von Lymphozyten als ein
wichtiger Regulator dieser Phase herydones 2005)AulRerdem aktiviert es die Akute
PhaseProteine.

In unstimulierten Makrophagen hemmt PACAP dielTREisetzung und steigert die-IL

6 Produktion durch Aktivierung der Proteinksen A und QMartinez et al. 1998;
Delgado et al. 1999)n Lipopolysaccharistimulierten Makrophagen jedoch hemmt
PACAP sowohl die Freisetzung von '"TIdIE auch die von {& und IE12, was die
Vermutung nahelegt, dass PACAP als eine Art regulierender Faktor vor einer zu massiven
Ausschuittung proinflammatischer Zytokine schitZMartinez et al. 1998; Delgado et

al. 1999) Die antiinflammatorische Wirkung von PACAP begrtindet sich also zum einen
in einer Hemmungler proinflammatorischen Zytokine-8.und TNF und zum anderen

in der Stimulation des antiinflammatorischen Zytokind 0l(Vaudry et al. 2000)

1.3.5 PACAP im kardiovaskularen System
Auch im kardiovaskularen System zeigt PACAP eine Reihe von Auswirkungen. In
verschiedena Studien konnte geeigt werden, dass die GefaBwande reich mit PACAP
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enthaltenden Fasern innerviert sind und sich in arteriellen Gefalien eine hohe Dichte an
PACARIndungsstellen nachweisen lagsiuang et al. 1993; Vaudry et al. 200QACAP

und VIP gelten als hochpotente vasorelagrete FaktorenHuang et al. 1993; Ross
Ascuitto et al. 1993; Vaudry et al. 2009; lvic et al. 20B8grundet liegtder
vasodilatatorische und hypotensiveeffekt im  Angreifen von PACAP in der
Mikrozirkulation.PACAP aktiviert die Adenylylcyclase, indem es am-R&Zdpto von
glatten Muskelzellen von Arteridsindet (Erdling etal. 2013; Vamos et al. 2014) einer
aktuellen Publikation von Ivic et al. zeigte PAGAB eine signifikant groRere
vasodilatatorische Wirkung als PACGAP und VIP(lvic et al. 2017)Die Rolle des
Endothels beim PACARduzierten vasodilatatorischen Effekt in Geféal3en ist noch nicht
abschlieRend geklart: Es gibt Studienergebnisse, die von einer Endotighangign
PACARNduzierten Vasodilatation in Aorta und Koronararterien von Kaninchen
berichten(Warren et al. 1991; Kastner et al. 199fdoch auch eine kontrare Studie,
die zeigt, dassid Entfernung des Endothels die vasodilatatorische Antwort auf PACAP
in Pulmonalarterien von Meerschweinchen aufhBtardell et al. 1997; Vaudry et al.
2009)

1.3.6 PACAP in der Niemad den Harnwegen

PACARst ein potentes nephroprotektives Peptid, das sowohl endogen als auch exogen
zugefuhrt seine Wirkung entfaltefBrubel et al. 2011)PACAP zeigt® vitro unter
anderem énen schitzenden Effekt auf tubulare Zellen bei oxidativem Stress und
Hypoxie(Horvath et al. 2010; Reglodi et al. 2012ia) vivokonnten die protektiven
Eigenschaften beispielsweise bei Ischamie/Reperfusion, diabetischer Nephropathie und
Gentamicininduzierter Schadigung nachgewiesen werd&zakaly et al. 2011Pie

Gabe von PAGAflhrte zu einer Verbesserung der renalen Funktion, verminderte
tubulointerstitielle Schaden und fuhrte zu einer verminderten Expression von
inflammatorischen und fibrotischen Marke(Reglodi et al. 2012a; Eneman et al. 2016)
Hauptsachlich scheinen der antiapoptotische, der antiinflammatorische und der
antioxidative Effekt von PACAP den nephroprotektiven Mechanismus auszumachen
(Reglodi et al. 2012aMause, denen das PACAP Protein fallhgierenverwundbarer

in einer Vielzahl von Geweben auf verschiedesbadgende Einfliss¢Reglodi et al.

2012a) In der Rattennere lieg der PAQ Rezeptor vornehmlich in denorticalen
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tubularen Epithelzellen hier stelt er die morphologische Basis fur den
tubuloprotektiven Effekt des Peptids déBrubel et al. 2011)

PACAP Mause zeign eine vergroRerte Kapazitat der Harnblase, mehr Harnmenge
Miktion und langere Intervalle zwischelem WasserlassefDjala et al. 2018; May und
Vizzard 2010)In einem Cyclophosphamidduzierten ZystitidModell konnte die
Blockade des PACARPACISIignalwegs im Miktionsreflex die Haufigkeit des

Wasserlassens senké@jala et al. 2018)
1.4 Apolipoprotein E

1.4.1 Lipoproteine und dereBtoffwechsel

Da Lipide wegen ihres meist hydrophoben Molekllcharakters nicht frei im Blut
transportiert werden koénnen, bendtigen sie hierfir Tragerproteine. Mittahd
kurzkettige Fettsauren sind amphiphatisch und bilden diesbeziglich eine Ausnahme. Sie
K yySy &aA0K FTNBA AY .fdzi 3Stl1 ad 2KyS aoaFNBYF
sind im Blut an Albumin gebunden. Triacylglyceride (TAG), Phospholipide, Climlester
und dessen Ester sowie fettlosliche Vitamine hingegen bendétigen zum Transport in
wassrigr Umgebung Hilfe von den Apolipoproteinen. Die kugelférmigen Aggregate aus
hydrophobem Lipidkern (vorwiegend TAG und Chol@stster) und umgebender Hulle

aus amphiphilen Proteinen nennt man Lipoproteine. Die Vermittler zwischen den zu
transportierendenhydrophoben Lipiden und dem polaren, hydrophilen Blut sind die
Apolipoproteine. Gabe es diese Lipoproté&iomplexe nicht, wirden die TAG im Blut
akkumulieren und&Embolien verursachegKoolman und R6hm 20Q9)

Anhand ihrer Dichte werden die Lipoproteine in funf Eé&seimgeteilt (siehe Tabelle)1l

Man unterscheidedie Chylomikronen, die VLDL (Vémyw Density Lipoproteins), IDL
(Intermediae Density Lipoproteins), LDL und HDL (High Dengtypioteins). Der
Proteinanteil der Lipoproteine liegt zwischen 1% bei den Chylomikronen und Gber 50%
bei den HDI(Koolman und R6hm 20Q9)

16



Einleitung

Lipoprotein  Durchmesser
Chylo 75-1200nm
mikronen r”””?
30-70nm
20-30nm
20nm
<10nrh |

Dichte

<0,95g/ml

i

ca. |
0,95g/ml

ca‘i n/ml
1,02
1,06g/ml
Bis zu

il,29/ml

TAG
Anteil
~90%

55%

20%

6%

4%

Funktion

Transport der
NahrungsTAGvom
DarnThLeber

Transport endogener
TAG, LebébhGewebe

Entstehen beim
Abbau von VLDL
Entstehen beim
Abbau von IDL,
Cholesteintransport
im BlutM
Gewebe/Peripherie
Reverser
Cholesteintransport
von peripheren
GewebenhLeber

Wichtige
Apolipoproteine
ApoB48
ApoClI
ApoE
ApoAl

ApoB100
ApoCllI
ApoE
ApoB100

ApoB100

ApoAl
ApoAll
ApoE

Tabellel: Ubersicht tiber die Lipoproteine, Einteilung nach ihrer Djcimtgelehnt a Rassow 2008nd

Koolman und R6hm 2009

Man unterscheidet im Lipoproteinstoffwechg@bbildungd) einen exogenen und einen

endogenen Weg sowie den revers@molesteritransport (Wéachtershauser und Stein

2007)

Der exogene Weg

Die Uber die Nahrung aufgenommenen Lipide werden zu 95% im Duodenum und im

Anfangsteil des Jejunum aufgenomm@@ehrends 2010)Die in Mizellen emulgierten

Lipidspaltprodukte werden freigesetzt, sobald die Mizelle mit der Enterozytenmembran

in Kontakt kommtDie Aufnahme in die Zellerfolgt durch Diffision (z.B. Glycerin und

kurzkettige Fettsduren) oder mittels Transportproteine@holesterin langkettige

Fettsauren). As Glycerin und drei Fettsdurewerden TAGresynthetisiert. TAG,

PhospholipideCholesterirster, Cholesterinund fettlosliche Vitamineverden mit den

Apolipoproteinen A, ApoB48 und ApcA zu Chylomikronemerbunden Sie gelangen

durch Exozytose aus der Zelle hinaus gethngeniber die Lymphe durch den Ductus
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thoracicus zum linken Venenwinkel und treten hier in die Blutbahn Airf. der
Endothelzellmembran der Blutkapillaren befindet sich die Lipoproteinlipase (LPL), die
aktiviert durch den Cofaktor Apel; die TAG der Chylomikronen spaltet. Dadurch
entstehen wieder freie Fettsduren, die von der Muskulatur und dem Fettgewebe
resorbiat werden konnenDie Chylomikronenerlieren schnell an TAG und werden zu
sogenannten ChylomikroneRemnants. ApoE vermittelt nun deren Endozytose in die
Hepatozyten durch den membranstandigen {Rdzeptor (LDR).

Der endogene Weg

Die Leber verpackt imidhternzustand des Koérpers selbst synthetisierte TAG sowie
Cholesterinn VLDL. Die Uberlebenszeit der VLDL im Blut betragt nur etwa 20 Minuten
(Rassow 2008 ApoE vermittelt wie auch bei den twpikronenRemnants den Abbau

an der LPL. Die VLDL werden so zugig zu IDL, oder aucR&fhbdnts, die reich an
ApoE undCholesterimstern sind, abgebaut. Etwa die Halfte der IDL wird wieder in die
Leber aufgenommen und hier weiterverarbeitet, die andereerden durch die
hepatische Lipase zu LDL umgebaut. Der rel&ivelesterimnteil steigt beim Umbau

von VLDL zu IDL und weiter zu LDL, bei dem er ca. 45% betragt, an. Die assoziierten
Apolipoproteine werden zunehmend abgegeben. Das am LDL verbleiberd:180
vermittelt die Endozytose des gesamten artikels Gber den LER in die Zielzelle. Die
Hauptaufgabe der LDL ist €olesterinn die Peripherie zu verteilen.

Der LDIR wird abhangig von der intrazellular@olesterikkonzentration exprimiert.
Interessant ist auch, dass die IDL aufgrund ihres hohen-Gabialts eine 10fach héhere
Affinitat zum LDIR haben, als die LDL selfatachtershauser und Stein 200Bei der
relativ seltenen Hyperlipoproteindmie Typ II, auch familidre Hypercholesterindmie
genannt, ist der LDL Rezeptor defekt. Dies resultiert in massiv erhdPisma
(holesterinspiegel und kann schon im Kindesalter zu einer schweren Atherosklerose
fuhren (Rassow 2008)

Der reverseCholesteritransport

Die HDL sind die kleinsten Lipoproteine mit der grof3ten Dichie.entstehen nicht
intrazellular sondern bilden sich im BlgRrassow 2008PDie HDL sammeln tberflissiges
Cholesteriraus der Peripherie und dem Blut ein und transportieren es zu Zielzellen, die
Steroidhormone produzieren, oder zurtick zur LeldgpoE vermittelt die Endocytose

der HDLin der Leber(Koolman und Rohm 20Q%irkuliert also viel HDL im Blut, welshe
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das UberschiussigeCholesterin aufnimmt und zurick zur Leber bringt, ist dies
prognostisch gunstig

(holesterinkann im menschlichen Stoffwechsel nighieder zu einem AcetyCoenzym

A abgebaut werderfRassow 2008)JberschiissigeSholesterirwird zu einem geringen
Anteil frei und Uberwiegend alGallensalz gebunden ausgeschieden. Im lleum werden
beide Formen jedoch groltenteils wieder rickresorbiert, weshalb es fur den Korper
schwierig istCholesterinendgultig aus dem Organismus zu entfernen. Es zirkuliert im
enterohepatischen KreislauBedirgt durch die fettreiche Ernahrung der Industrielander
wird dem Korper Ubermaliig vi€lholesterinzugefuhrt. Es akkumuliert im Korper und
tragt erheblich zum Atherosklerodeisiko bei(Rassow 2008) Wird die LDIR
Sattigungskonzentration, die bei 200mg/dl liegt, Gberschritten, wird das LDL tber den
sog oScavenger pathway verstoffwechselt (Wachtershauser und Stein 2007)
InsbesondereMakrophagenam GefalRendothehehmen UberScavenger Rezeptorén
LDL und uberschiussigesholesterin auf und werden so zu Schaumzellen: ein

entscheidender Schritbei der Atherosklerose Entstehung.

B-100  extrahepatische
4 Gewebe

o EHOBENCRINEEN  Lober g8

* /—r Cholesterol |«— &
= s

) S ol
& Fette
v
Chylomikronen

Abbildung9: Der
Lipoproteinstoffwechsel
im Uberblick aus
Koolman und R6hm

2009(modifiziert)
e HDI=High Density
S Lipoprotein,
i v IDL=Internadiate
E 0- . . .
E:E]Stré:onen- : 5 8 DenS|ty LIpOpI’OteIn,
VLDL “‘\\ HDL LDI=Low Density
Muskel T LipoproteinVLDL=Very
Austauschvon | LOow Density Lipoprotein
* Rezeptor- = h\mden uqd
* freie Fetts3uren vermittelte : freie Fettsauren POPFOte.Iﬂ
¥ Endocytose HDL

freie Fetts3uren freie Fettsduren

Fett-
gewebe

1 Lipoprotein-Lipase 2 Lecithin-Cholesterol-Acyltransferase (LCAT)

1.4.2 Die Apolipoproteine
Die Funktion der Apolipoproteine besteht zum einen darin Lipide im Blutweg mit ihrer
komplexierenden Form wasserloslich zu machen. Zum andsmed sie Vermittler

zwischen den Lipoproteifomplexen und deren Rezeptoren an den Zielzellen und
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schlie3lich fungieren sie zusatzlich auch als Aktivatoren fur die Lipopiadibguenden

Enzyme (ApoA HLCATLecithinrCholesterirAcyltransferase)ApoCGIIHLPL).

1.4.2.1 Apolipoprotein A
Es gibt die Untergruppen ApdAAdll, AV und AV. ApoAl wird in Leber und Darm

synthetisiert(Mahley et al. 1984; Rassow 20Q08)d gilt als klassischer Aktivator der
LCATWachtershauser und Stein 200D@as in 2001 von Pennachio et al. und Vliet et al.
entdeckte ProteidpoAV wird in der Leber synthetisiefan der Vliet, Hendrik Nt al.
2001; Pennacchio et al. 200Ipdem ApoA/ Chylomikronen und VLDL der Lipolyse
durch die an der Endothelzellwandebundene LPL zufihrt, reduziert es die
Triglyceridlevel im Blutplasm@erkel et al. 2005)Die Beeinflussung détlasmarlAG
durch ApoAV zeigt, @ss eine Verbindung zur Entstehung von CVD begieitund
Ordovas 2008)

1.4.2.2 Apolipoprotein B

Hierzu gehoren das ApeB)0 und das ApoB8. Das ApoR00 gehort zu den grofiten
Proteinen, die imimenschlichen Genom kodiert werdéRassow 2008)nd wird von den
Hepatozytensynthetisiert ApoB48 ist eine verkirzte Proteidersion desselben Gens.
ApoB100 vermittelt tber den LDR die Aufnehme der LDL in die LebefApoB48

hingegen ist dem exogenen Lipoprotedoffwechsel zugehorig

1.4.2.3 Apolipoprotein C

Es gibt die Untergruppen ApdCApoCll und Apodll. Sie sind wichtige Effektoren der
LPL und kommen auf HDL, Chylomikronen und WbbDLSie werden hauptséachlich in

der Leber synthetisiert. Apeldund Apo@ll aktivieren die LCAInd ApoClldie LPLWie

in einer aktuellen prospektiven Studie gezeigt werden konnte, sind erhdhte -ApoC
Level deutlich mit einem erh6htem Risiko fur Atbeklerose der Koronararterien

assoziierfvan Capelleveen et al. 2017)

1.4.2.4 Apolipoprotein D

Das ApD kommt in den misten Organen der Sauger vor, wobei in Niere und

Nebennieren die héchsten Werte an ApoD mRNA nachgewiesen werden konnten
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(Rassart et al. 2000ApoD ha evolutionar keine Beziehung zu einem der anderen
Apolipoproteine(Perdomo ud Dong 2009; Ganfornina et al. 201&stransportiert
kleine hydrophobe Molekiile wie Arachidonsau@holesterinund Steroidhormone fur

den Metabolismus und fur Signalwe(fRassart et al. 2000)

1.4.2.5 Apolipoprotein E

Das ApoE ist eivergleichsweisé&leines Protein von 34 Kilodaltamd besteht aus 299
AminosaurenMahley 2017) Das Gen liggauf Chromosom 19. Hauptsyntheseort des
ApCE sind die Hepatozytegefolgt von Gehirn und anderen Organen wie Nebennieren,
Hoden, Haut Niere, Milz, Fettgewebe sowie von Makropha@dmang und Mahley
2014) Es kommt auf VLDL, IDL, den GimjkronenRemnantsund auf HDL vor.

Das Protein besteht aus zwei strukturellen Dom&nemem NTerminus (Amino
terminale Domane) und einem-T&rminus (Carboxyerminale Domane), verbunden
durch eine Aminosauresequenz aus3DAminosauren. Der-Nerminus welcher aus

vier Helices besteht, stellt etw2/3 des Proteins dar €191) und enthalt die Rezeptor
Bindungsstelle an Stelle 13%0, das Carboxylende enthélt die LigichdeRegion an

den Aminosaurestellen 24970 (Mahley 2017)

Es gibt drei Isformen des Apolipoproteins E: E2, E3 und E4. Dieser Polymorphismus
entsteht durch drei verschiedene Allele des Gens. Das Allel fir ApoE3 stellt-mit 65
70%ger Pravalenz in der Bevolkerung die haufigste Form dar und wird daher als die
ay2NXYIf Sa I@aNBbildungld GHaadg und Mahley 201Mahley 2017)
ApoE2 (PravalenzB)%) undApoE4 (1520%) unterscheiden sich von der Normalform
E3 (Cy82 Arg®® durch einzelne Aminosawmeweichungen, ausgeldst durch eine
einzelne veranderte Base im Ap&en. Beim E2 befindet sich @&wosition 112 ein
Cystein statt eines Arginins (€ys Cy3°9), beim ApoE4 ist an Position 158 statt eines
Cysteins die Aminoséaure Arginin vorhanden {Erd\rg°®). ApoE2 und\poE3 kommen

vor allem in Assoziation mit den kleinphospholipidreichen HDLlov, ApoE4findet sich
bevorzugt an grof3en, triglyceridreichen VI{Bieenow et al. 2005; Huang und Mahley
2014) Die Bindungsaffinittat zum LIR.vonApoE2 betragt weniger als 2% von der des
ApoE3 und despoE4(Huang und Mahley 2014)

Ein wichtiger Unterschied zwischekpoE4 auf der einen undE2 und-E3 auf der

anderen Seite besteht in der bereits oben genannten Aminoséaure Arginin statt Cystein

21



Einleitung

an Position 112Abbildung10). Bedingt durch Cysteit?, liegt eine Seénkette der
Aminosaure Arginfit zwischen der zweiten und dritten Helix desTBrminus
verborgen. Beim E4 allerdings geht das Argia@ine Bindung mit Glutaminsauf®ein,

was dazu fuhrt, dass die Seitenkette am Ardiimicht verborgen ist, sondern an der
Oberflache exponiert wird und daher mit Glutamins&iteine Bindung eingehen kann.
Diese Wechselwirkung zwischen den Doméanen veaord CTerminus fuhrt zu einer
schwerwiegenden strukturellen Veranderung des Protewss in der abweichenden
Praferenz fur bestimmte Lipoproteine sowie in den neuropathologischen Konsequenzen

von ApoE4 resultier@fMahley 2017)

ApoE3 ApcE4
A Abbildungl0: Die
Struktur von ApoE3 und
ApoE4 ausMahley
2017(modifiziert)

verborgene Seitenkette an exponierte Seitenkette an Position
Positon 112 (Cystein) kann keine 112 (Arginin) kann an Position 255
Bindung eingehen (Glutaminsdure) binden

Als Vermittler der Endozytose von Lipoproteinen hat ApoE eine wichtige Funktion im
Lipidstoffwechsel. Neben den ChylomikroA@emnants werden so VLDL, IDL und HDL
ApoEvermittelt in die Leber aufgenommen. Dies geschieht durch denRuDid das
LDLLRezeptorverwandte Protein. Beide gehoren zur selben Proteinfamilie.

ApoE spielt im Nervensystem eine wichtige Rolle bei der Reparatur und Regeneration.
Bei Verletzungen von Nerven wird vermehrt ApoE exprimiert. Durch die Umverteilung
von Lipden unterstutzt es den Wiederaufbau und die Membransynth@éahley 2017)
Dadurch bedingt, dass E2 eine nur mangelhafte Bindung an deR bBwerkstelligen
kann, ist E2 mit der genetischéryp Il Hyperlipoproteindmie vergesellschaftet sowie
mit einer friihzeitigen, beschleunigten Atheroskler@gbtahley 2017)E2 wirkt protektiv
gegen die Entwicklung einer Alzheimer Erkrank(Mghley 2017) ApoE4 erhéht das
Risiko fur CVD und ist mit erhéhten Konzentrationen an LDL ass@¥iatey 2017)

AulRerdem ist das E4 Allel mit der Alzheimer Krankheit verknipft, es erhdht das Risiko
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und setzt das Erkrankungsalter hei@bahley 2017)In einer Studie an alteren, kognitiv
gesunden Menschen wurde u.a. untersucht, inwieweit die ApoE3 und ApoE4 Allele
Einfluss auf das Gedachtnis und die Ablagerung der neurotoxischAamyloide haben,

die in senilen Plaques vorkommen. Es konnte ein gignifer Zusammenhang zwischen
der i -AmyloidAblagerung und dem schlechteren episodischen Gedachtnis gezeigt
werden, am deutlichsten in der Gruppe der homozygoten ApoE4 Allelt(agaret al.
2017)

1.4.2.6 ApcEund Atherosklerose

ApoE spielt eine protektive Schllisselrobei der Entsehung der Atherosklerose
(Greenow et al. 2005)n gesunden Gefallwanden gibt es keine ApoE Expredsion.
atherosklerotischen Plaques wird vermehrt ApoE produziert, vermutlich hauptsachlich
von lokalen MakrophageifRosenfeld et al. 1993powohl das hepatische, als auch das
lokal produzierte ApoE der Makrophagen hat einen antiatherogenen Eftskenow et

al. 2005) Durch die ApoE vermittelte Aufnahme von Lipoproteinen in die Leber werden
deren Plasmakonzentrationen gesenkt. Somit nimmt die Verfugbavkeit_ipiden fur

die Gewebe abAuRRerdem smuliert ApoE derCholesterirEfflux aus Schaumzellen in
atherosklerotischen L&sionen und reguliert inflammatorische Prozgsss=now et al.
2005) Apd=defiziente Mause entwickeln eine Athelderose, wobei das Ausmald der
Erkrankung gemindert wird, wenn die Tiere das Protein reexprimié&eaenow et al.
2005)

1.4.2.7 Das ApoE Mausmodell

Im Jahr1992 wurde von zweAG gleichzeitigerstmalsvon der EntwicklungApoE
defiziener Mauseberichtet (Zhang et al. 1992; Plump et al. 199R)eses Mausmodell
wurde fur Vergleichsstudien der Atheroskleroseforschung zum Goldstdpdahiermit

die Relevanz bestimmter Einflussfaktoren auf die Atherosklerose Entstehung
vergleichend analysiert werden kdnné€Razio und Linton 2001Bedingt durch den
ApoEMangel der Tiere haufen sich schon unter normaler Fitterung die Lipoprataeine
Blut an, was zu einer ausgepréagten Hypercholesterindmie fuhrt. Unter Fitterung einer
fettreichenoWesternType Diefizeigt sich diese noch extremer und die Entstehung und

Progression der atherosklerotischen Gefallverdnderungen wird beschleunigt
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(Nakashima et al. 1994; Fazio und Linton 20Da}¥ Erscheinungsbild und die Verteilung
der Lasionen in diesem Mausmodell sind denen im Menschen sehr @hnlich: Im gesamten
arteriellenGefallbaum vorkommend, kbénnen hier Lasionen der Stadien der fatty streaks
bis zu den fibrosen Plaques, mit der charakteristischen inflammaterisch
fibroproliferativen Gewebsreaktion beobachtet werdefiNakashima et al. 1994)
Mittlerweile sind auch andere Mausmodelle fir die Atheroskleimsehung
kommerziell erhaltlichbeispielsweise LERezeptorKOMause.

Als Kontrollgruppen oder WildtypMause, sowie als Ausgangere flir weitere
Kreuzungen un&Owerden oft C57BL/6 Mause verendet. Ende der 60er und 70er
Jahre konnte erstmals gezeigt werden, dass bestimmte gezichtete Mauslinien als
Reaktion auf eine hochfetthaltige Futterung atherosklerotische Lasionen entwichkeln
dafur anfalliger als andersind (Fazio und Linton 2001Fine solche anfalligere Linie
waren die C57BL/6 Mause Sie entwickelten Lasionen mit Eigenschaften
atherosklerotischer Veranderungen allerdings nur am Beginn der Aorta und den
Klappensegeln der Aortenklapfdakashima et al. 1994)as Fehlen einer vollstandigen
Korrelation zwischen Anfélligkeit fdre Entwicklung atherosklerotischer Lasionerd

den Plasma&CholesterinLeveln legt dié/ermutungnahe, dass noch andere genetische
Einflussfaktoren in den Brzess involviert sinqFazio und Linton 2001Qie weiter

untersucht werden mussen und zentraler Gegenstand der Forschung sind.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit soltler Einfluss von PACARw. PAQ bzw. derenDefizienzauf die
Morphologie uml Inflammation der Niere bei ApdEMausen untersucht werden.
Zusatzlich soll der Einfluss der Verabreichung ethetesterinangereicherten Futters
(CED)auf die Morphologie der Niere untersucht werderEs werden folgende
Normalfuttergruppen untersuchtt. ApoE-, 2. PACAP/ApoE-, 3. PAC1/ApoE/- sowie
die CEBGruppen:1. ApoE-, 2. PACAP/ApoE’-, 3. PAC1/ApoE’- 4. Wildtyp (WT)
Mause

Untersucht werden die ApdEMause im Vergleich zunvT sowie dieDKO Mause
PACAP/ApoE’- und PAC1/ApoE’-im Vergleich zu den ApdEMausen. Innerhalb der
Genotypen werden die Zielparameter zusatzlich auf den unterschiedlichen
Einflussfaktor des Futtertyps CED obermalfutter (NF) hin untersucht.

Es soll folgenden Fragestellungen nacfageen werden:

Hat ApoE, PACAPbzw. PAC1Defizienz und/oder cholesterinangereicherte Nahrung
einen Einflussawuf die Morphologie dedlierenkortexes, insbesondere die Anzahl und
GroRRe der Nierenkorperchen?

Findet sich eine fibrotische Reaktion Mierenkortex bei den 0.g. verschiedenen Geno
und Futtertypen?

Zeigt sichbei den Mausen nach 20 Woch&ED im Vergleich 2JF eine vermehrte
inflammatorischeReaktion durch MonozytefMakrophageninfiltration und/oder eine
vermehrte Zahl an Zellen, dienflammatorische ¥tokine wie IL6 und TNF

exprimieren?

25



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Material, Chemikalien, Antikdrper, Software

2.1.1 Gerate und Material

CholesterinesteQuantifizierungKit ab65359

Deckglaser

Eppendorf Pipetten, Finnpipetten

Filterpapier 595 ¥

Kamera Axiocam Hrc
Kryotom Hyrax C60
Lichtmikroskop CX21LED
Magnetruhrplatte

Mikroskop Axio Imager M2
Mikrotiterplatten Lesegerét Sunrige
Objekttrager Super Frost Plus
PARIliquid-blocker Pen
pHMeter CyberScan 510
Ruttler Reax2000

Ruttelplatte Promax 1020

TriglyceridQuantifizierungKitab65336

Waage

Zentrifuge Heraeus Pico 17

2.1.2 Chemikalien
Aceton

Anilinblau

Anilinol
AzokarminG

Firma Abcam, Cambridge, UK
Menzel, Brauachweig
Eppendorf, Hamburg und Thermo
Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Schleicher & Schill BioScience
GmbH, Dassel

Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen

Olympus, Japan

Heidolph, Schwabach

Zeiss, Oberkochen

Tecan, Mannedorf, Schweiz
Menzel, Braundowveig
Cedarlane, Burlington, Kanada
Eutechinstruments,Singapur
Heidolph, Schwabach
Heidolph, Schwabach

Firma Algam, Cambridge, UK
Kern und Sohn GmbH, Balingen
Thermo Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Merck, Darmstadt
Riedel de Haen, Seelrtannover
Merck, Darmstadt

Chroma, Minster
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DABPeroxidasesubstrat

Essigsaure

Ethanol

Goat Serum

HamalaunLOsung nach Mayer, sauer

Isopropanol

Kaisers Glycerol Gelatine

Normales Schweineserum

Oil Red O Farbstoff

ParafomaldehydRFA

PBSPhosphatgepufferte Salzldsung)
Dinatriumhydrogenphosphat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Natriumchlorid

Phosphatase Substrat

PhosphowolframsaureHydrat

PolyFreeze, Tissue Freeze Medium, Clear

Roti® HistokitEindeckmedium

Shandon ImmuMountn Eindeckmedium

Sigma Fagt FastRd TR/NaphthoFarbtabletten

Tartrazin

TissueTek O.Cal.. Compound

2.1.3 Antikdrper

Priméarantikorper:

RocheDiagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
SigmaAldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
SigmaAldrich, St. Louis, USA
SigmaAldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

Merck,Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Polysciences Inc., Warrington, USA
Roth, Karlsruhe

RichardAllan Scientific, Michigan,
USA

Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA
Merck, Deutschland

Sakura, Tokio, Japan

MOMA2 Ratte antiMaus, mondlonal, MCA 519G,

Firma Serotec bzw. BioRad

F4/80 Ratte antiMaus, monddonal, MCA 497GA

Firma BioRad, Hercules, Kalifornien, USA

TNR Kaninchen antMaus, polyklonal, ab6671
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Firma Abcam, CambridgeKU
IL-6 Kaninchen antMaus, polyklonglab 6672
Firma Abcam, CambridgeKU
Sekundarantikdrper:
Ziegeanti-Ratte ARgekoppelt,Fa. Jackso(Code 112055003, Lot 943F3)
Ziege antKaninchenHRPgekoppelt, Falinaris (ZRH 1158, Lot 520 703 13)

2.1.4 Software

AxioVision 4.8.2 (Mikroskop mit Kamera)
Citavi Version 5.5.0.1

ImageJd, Version 1.51f

Microsoft OfficeExcel 2016

Microsoft OfficeWord 2016

Microsoft Office Powerpoint 2016
SigmaPlot 12.0
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2.2 Methoden

2.2.1 Tiere und Versuchsaufbau
C57/B6 WT Mausell +1 ,10Wochen alt

ApoE-Mause I +1 ,10Wochen alt

Nomenklatur: B6.129R&poemUnc/Crl(congenic) Charles Rivdraboratories

Der ApoE- Stamm liegt auf einem C57/B genetischen Hintergrund v@Bonaterra et

al. 2012undist bei Normalfuitterung unbelastet. Homozygote ABBE™ Mause zeigen
unabhéngig vom Geschlecht erhohte Plas@iwlesterigpiegel und Plasma
Triglyceridspiegel, welche die Tiere aber nicht belasten.

Fettablagerungen im proximalen Bereich der Aorta entwickeln sich ab dem 3.
Lebensmonat. Ab dem Alter von UbETF Monaten zeigen sich xanthomatdse Lasionen
im Gehirn, die aus kristallinen Cholestefiblagerungen, Lipidglobulinen und
Schaumzellen bestehen. In unserem Versuchsverlauf wird das Alter von 17 Monaten bei
weitem nicht erreicht.

BegriindungBezuglich des Adts zeigen igene Vorarbeiten, dass der Phanotyp bis zum
Ende unseres Beobachtungszeitraunt® {(8ochen) unauffallig bleibt.

PACAP Mausg I + | , 10Wochen alt. Der PACARStamm liegt auf einem C57/Bl6

genetischen Hintergrund vor und ist nicht belagtidamelink et al. 2002)

PAC1 Mauseg I + | , 10 Wochen alt. Der PAC1Stamm liegt auf einem C57/Bl6
genetischen Hintergmd vor und ist nichbelastet (Otto et al. 2001a; Mustafa et al.
2015)

PACAP/ApoE-Mause Il + 1 , 10Wochen alt

Diese Mauslinie wurde durch Kreuzung der ApoRause mit PACARMa&usen
generiert (Zuchtbeginn Januar 201Bjne Belastungseinstufung durch uns zeigt keine
sichtbaren Belastungen.

PAC1/ApoE-Méausg I +1 , 10Wochen alt

Diese Mauslinie wurde durch Kreuzung der ApdEuse mit PACt Mausen generiert
(Zuchtbeginn Méarz 2013). Eine Belastungseinstufung dumshzeigt keine sichtbaren

Belastungen
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Futterung und Futtermittel:

Die Futterung voriner mitCholesterirmngerécherten dWesternType Diefimit einem
Fettanteil von 2% (CED, TD.88137, Harlan Teklad) erfolgte ab einem Altezebon
Wochen Uber einenZeitraum von 20 Wochen. Die Vergleichsgruppe erhielt
entsprechend Haltungsfuttemit 6,8%gem Fettanteil (NF, Teklad globall6% Protein
Rodent DietHarlan Teklad).
Genotyp Futtermittel Tierzahl
ApoE’ NF: Teklad global 16®otein Rodent Diet; Harlan 9
Teklad
CED: WesterType Diet; TD.88137; Harlan Teklai 8
PACAP/ ApoE- NF: Teklad global 16%otein Rodent Diet; Harlan 7
Teklad
CED: WesterType Diet; TD.88137; Harlan Teklai 8
PACY-/ ApoE- NF: Teklad global 16®6otein Rodent Diet; Harlan 8
Teklad
CED: WesterType Diet; TD.88137; Harlan Tekla 9
Wildtyp-Mause(WT) CED: WesterType Diet; TD.88137; Harlan Teklas 6
Tabelle2: Anzahl der Tiere nach Genotyp ufuttermittel

2.2.2 Gewinnung und Préparation des Geweined der Blutproben

Die Tiere wurden nach Ablauf d@0 Wochen Fuitterungszeit mit Isofluran (Forene
Abbott, Schweiz) betaubt und mittels intraperitonealer Akation eines Ketamin
XylazinGemisches (150mgg Korpergwicht Ketamin + 20mg/kg d€pergewicht
Xylazin; Ketane@tRompur®) tief narkotisiert. AnschlielRend wurde der Thorax ertffnet
und der linke Ventrikel kantliertNach Erodffnung des rechten Vorhofgurden
Blutproben entnommen und heparinisiert g5lU/ml). Durch Zentrifugation (10min,
650g) wurde Blutplasma gewonnen und ib&0°C gelagert. Die Tiere wurden
anschlieBeneentblutet und mit PBS/Heparin (0,01%) perfundiert. Die Niere und andere
Organe wurden aus dem erdffneten Abdomen entnommen und in Flussigstiekstoff
gekihltem Isopentan schockgefroren. Die Lagerung bis zutensei Verwendung
erfolgte bei-80°C Die Cholesterinund Triglyceridlevel der Plasmaproben wurden
spectrophotometrisch analysiert

Der Tierversuchsantrag wurde vom Regierungsprasidiune@iggenehmigt (V54
19¢2015h01MR20/26 Nr.21/2014).
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2.2.3 Anfertigung von Koschnitten

Die Nieren wurden mittels TissueTek auf Tragern befestigt und im Kryotom eingespannt.
Bei-21°C Objekttemperatur wurden-8um dicke Schnitte angefertigt und auf Super
Frost Objekttrager aufgenommen. Die Objekttrager wurdenittels eisgekihlten
AcetonszehnMinuten bei-20°C fixiert und anschlie3end bis zur Weiterverwendung bei

-80°Cgelagert.

2.2.4 Morphologie/Histologie

Azanfarbung nach Heidenhain, @&Remeis 1968

Die Azanfarbung gehort zu den Bindegewebsfarbuniy@ioenKernen und Zytoplasma

die sich rot anfarben, treten diblauen Kollagenfasern deutlicinervor. Neben der
kontrastreichen Darstellung des kollagenen Bindegewebes hat sie sich auch fur
Drusenfarbungen bewéhrt und zahlt zu den besten und gebrduchlichsten Farbungen
(Romeis 1968)

1. Fixierung in 4% PFA/PBS 12min
Spulen in Aqua dest.

2. Farben invorgewarmterAzokarminL6sung0,1g Azokarmin ca. 30min
G in 100ml Aqua dest. aufschwemmen, kurz aufkochen ui
filtrieren) im Warmeschrankca. 60°C
Spulen in Aqua dest.

3. Differenzieren in Anilinalkohdlésung (1ml Anilindl auf
1000ml 90% Ethanol) bike Kerne durch Entfaning des
Ubrigen Gewebes gut hervortreten

4, EisessigAlkohol (1mlEssigsaurauf 100ml 96% Alkohol) zur
Unterbrechung der Differenzierung

5. Beizung des Bindegewebest 5% Phosphorwolframsdure mind. 30min
Abspiilen in Aqua dest.

6. Farben in AnilinblaiT artrazinLosungfrisch filtriert) ca. 34min
Kurz in Aqua dest. spilen

7. Entwassern in 96% Ethanol

8. Spulenin 100% Isopropanol 2x10min
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9. Spulen inXylol 3x5min
10. Eindecken mit Roti®Histo Kitt

Oil Red @ Farbung nach Lillie

Der rote Farbstoff Oil Red O (ORO) wird zur Darstellung von Triglyceriden verwendet.
Aus einer Stammldsung, fur welche 0,80-Farbstoff in 100ml Isopropanol im
erwarmten Wasserbad geldst werden, wird vor der Farbung jedes Mal frisch eine

Arbeitsldsung hergestel(Lillie und Ashburn 19423)

1. Fixierung in 4% PFA/PBS 10min
Spulen in Leitungswasser

2. Wassern in 60% Isopropanol

3.  Farbung mit frisch angesetzter ORO Arbeitslosung 15min

Hierfur 30ml Stammlésung mit 20ml Aqua dest. mischen, 1C

stehen lassen untiltern, sofort abdecken

Wassern in 60% Isopropanol

YSNY FNNbdzydI YAl al @SNXD&a | N'8min

Wassern in Aqua dest. 10min

N oo g k&

Wassrig eindecken mitnmu-Mount und Deckglas

2.2.5 Immunhistochemie

Bei der immunhistochemischen Farbung soll ein bekanntes Antigen nachgewiesen und
lokalisiert werden Im Folgenden wurde die sog. indirekte Methode angewandt. Bei
dieser wird der spezifisch gebundene Primarantigir mittels eines markierten
Sekundéarantikorpers, der gegen den Prim&rantikorper gerichtet ist, nachgewiesen. Zur
Detektion dienten Sekundarantikérper, die entweder mit dem Meerretftgroxidase
Komplex ¢ngl. HorseradisHPeroxidase€Complex, HRP) oder mitAlkalischer
Phosphatase (AP) gekoppelt waren. &nelogeneAPwurde mit Levamisol (0,15mg/dl)

blockiert.
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MOMA-2 und F4/80

1. Tag
1. Aus-80°C auRaumtemperaturRT) bringen Schnitte mit

PARStift umranden

2.  Fixieren mit 4%°FA in PBS 5min

3.  Waschen mit PBS 3x5min

4. Blocken mit 5 % Norm&eum (Schwein) i?BS 30min

5.  Waschen mit PBS 3x5min

6 Inkubation des Primarantikérpens feuchter Kammer Uber Nacht4°C
2. Tag

Waschen mit PBS 3x5min
Inkubation desSekundarantikorpers 1h beiRT
Waschen mit PBS 3x5min

Farbung mit Fast Red Farbelésung ca. 6nin

KS NI/ ¥ NND dzy IHahmalaun a I @ SND & 5 - 10min

1

2

3

4

5.  Stoppen der Reaktion in Aqua dest.

6

7 In Leitungswasser stoppen ubthuen 10min
8

Wassrigeindecken mit Immi-Mount und Deckglas

Primarantikdrper| Verdiinnung | Sekundarantikorper Verdiinnung
in PBS in PBS

MOMA-2 1:50 Ziege antRatte, ARgekoppelt 1:200

F4/80 1:50 Ziege antRatte, ARgekoppelt 1:200

Tabelle3: Immunhistochemie MOMR und F4/80, Sekundarantikdrper und Verdiinnungen

Fur die Negativkontrolle wurde anstatt des Primarantikérpers PBS aufgetragen und
entsprechend in genau gleicher Weise verfahreAls Positivkontrollen wurden
Milzproben (kryofixiert, PFAixiert und Paraffireingebettet) und Dunndarproben

(PFAfixiert und Paraffireingebettet)von Mausernverwendet.
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TNE
1. Tag
1. Aus-80°C auf RT bringe8chnitte mit PAFStift umranden
2. Fixieren mit 49%°FAn PBS 10min
3. Waschen mit PBS 3x5min
4. Blocken mit 5% iegenrSerum inPBS 30min
5. Waschen mit PBS 3x5min
6. Inkubation des Primarantikdrpems feuchter Kammer uber Nacht4°C
2. Tag
1. Waschen mit PBS 3x5min
2. Inkubation desSekundarantikorpers 1h beiRT
3. Waschen mit PBS 3x5min
4. Farbung miDAB ca. 3min
5. Stoppen der Reaktion IABS
6. Y SNY F NND dzy Hanvakain al @ SNDa 5-10min
7. In Leitungswasser stoppen ubtiuen 10min
8. Wassrigeindecken mit Imm-Mount oder Kaisers Glycerc
Gelatineund Deckglas
Primarantikdrper| Verdiinnung | Sekundarantikorper Verdinnung
in PBS in PBS
¢bCh 1:100 Ziege antKaninchen, 1:400
HRPgekoppelt

Tabelled: L Y Y dzy KA & (i 2 OFelindarantikbrpe@hd Yerdinnungen

Fur die Negativkontrolle wurde anstatt des Primarantikérpers PBS aufgetragen und
ansonsten in gleicher Weise verfahreAls Positivkontrolle diente kryofixierte

Milzschnitte vonMausen
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1L-6
1. Aus-80°Cauf RT bringerSchnitte mit PARStift umranden
2. Fixieren mit 4% PFA in PBS 10min
3. Waschen mit PBS 3x5min
4, Blocken mit 5 %ZiegerSerumin PBS 3min
5. Waschen mit PBS 3x5min
6. Inkubation dedPrimarantikdrpers 2h bei RT
7. Waschen mit PBS 3x5min
8. Inkubation des Sekundarantikorpers 1h beiRT
9. Waschen mit PBS 3x5min
10. Farbung miDAB ca. 3min
11.  Stoppen der Reaktion iRBS
12 YSNY T NND dzy Hanvakin al @ SNRA 5-10min
13.  In Leitungswasser stoppen ubtiuen 10min
14.  Wassrigeindecken mit Immi-Mount oder Kaisers Glycerol
Gelatineund Deckglas
Primarantikdrper| Verdinnung | Sekundarantikérper Verdinnung
in PBS in PBS
IL-6 1:600 Ziege antKaninchen, 1:200
HRPgekoppelt

Tabelle5: Immunhistochemie 6, Sekundarantikdrpeund Verdinnungen

Fur die Negativkontrolle wurde anstatt des Primarantikérpers PBS aufgetragen und
ansonsten in gleicher Weisgerfahren. Als Positivkontrolle dienten kryofixierte

Milzschnitte vonMausen

2.2.6 Auswertung

Morphologie
Zur Untersuchung der Morphologie und deren Veranderungen in den unterschiedlichen

Tiergruppen wurde die Az&irbung herangezogen.
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Die Lage der Aa. arcuataearkiert die MarkRindenGrenze der Niere. Das Erkennen

dieser Gefal3strukturen war jedoch oft nicht ausreichend eindeutig mdglich. In den

meisten Schnitten war es daheielfiihrend die Grenze anhandon Ubersichtsbildern

in 25acher VergroRerung mithilfder folgendenKriterien zu bestimmenZum einen

wurde die Lage der Aa. arcuatake eindeutig erkennbar war, herangezogaieitere

Kriterien zur Bestimmung der MafindenGrenze waren di@ Y A SNBEyYy { I LJa St ¥ SN,
bzw. a YI NJ y NOK & (i Gaimeryjli Is@vie deR Sieigang der Konvolute in die

geraden Tubulusabschnit{@bbildungll).

;L w
¥ £

Abbildungl1: VermessunglesNiererkortexes, Azanfarbung nach Heidenhal@ED PACAPpoE", Tier
FzH742, 25x

Es wurde an jeweils drei Stellpro Tierdie Breite desortexesvermessen undlaraus

der Mittelwert berechnet. Es ergab sich nach Vermessung und Berechnung ein
durchschnittlicher Kortexbereich von1100,69um (Standafdhler 35,54um). Dieser
definierte Referenzbereich diente zur Anfertigung der nachfolgend erlauterten Fotos,
welche zur Auswertog der Morphologie herangezogen wurden.

Zur Quantifizierung der Glomeruli wurden pro Tier (Gesamtzahl 55) jeweils 5 Bilder in
100facher VergroRBerung innerhalb des definierten Zielbereiches der Cortices
angefertigt. Hier wurden alle angeschnittenen Glomemithilfe des Programmes

ImageJ gezahlt
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Des Weiteren wurden pro Tier mindestens 5 Bilder von Glomeruli, bei denen sowohl
Harn als auch Gefal3pol angeschnitten waren in 200facher Vergro3erung angefertigt. Es
wurden die Flachen von mindestens funf der fgtafierten Glomeruli sowie deren
Durchmesser von Harau Gefal3pol vermessemd die Mittelwerte errechnet

Zur Beurteilung einer mdglichen Fibrosierung Nesrenkortexesvurden die Bilder der
Azanfarbung in 1dacherVergroéfRerung mit dem Coloreconvolution Tool von ImageJ
gemessen und ausgewert@bbildungl2). Alle hier blau angeféarbten bindegewebigen
Strukturen wurden anteilig an der Flache des Bildaelisigtes bestimmt, abziglich des
weilRen Bildhintergrundes. Dies ist nachfolgend anhand von Beispielbdgeaigt(NF
PAC1/ApoE", Tier T145)

Abbildungl2: Methodik Bestimmung Bindegewebsanteil im Niémetex, A: Ausgangsbild,
Azanfarbung, 100x, B: Anteil Bindegewebsstrukturen in Rot (hier 14,586)eC1 Ucken/weilRer
Bildhintergrundn Rot (hie23,4%

Die Berechnung des Bindegewebsanteils etéoltach folgender Formel:

Rehtiver Anteil Bindegeweb&b6= (Anteil Bindegeweb&6x100/(100-Hintergrund%)

Immunhistochemie

Fur die Auswertung derimmunhistochemischen Farbungen MOMAMonozyten
MakrophagerAntikorper2) und F4/80 wurden pro Tier 5 Bilder im Referenzbereich in
100facherVergrofRerung angefertigt. Alle in diesem Bereich positiv angefarbten Zellen,
die durch einen zugehérigen angeschnittenen Zellkern eindeutig als solche identifiziert
werden konnten, wurden gezahlt.

Zur Auswertung der TRFRund der Ik6 Farbungen wurden prdier 18 Bilder (3 mal 2
nebeneinanderliegende Bildausschnitte pro Nierenschnitt) infaé@erVergréierung
angefertigt. Beim Auszahlen der positiv gefarbten Zellen mit eindeutig identifizierbarem

Zellkern wurde zusatzlich die Lokalisation ausgewddibildungl3). Es wurde eine
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Einteilung in glomeruléare und extraglomerulare Zellen getroffen. Die extraglomeruléren
Zellen wurden zudem weiter in tubulér, vaskular undnterstitiell/im Bindegewebe

gelegene Zellen untergliedert. Die Auszahlung erfolgte mit ImageJ.

Abbildungl3: Exemplarische Darstelluegner immunhistochemischen Farbung tiésrerkortexes mitL-
6-positiven Zellen (Pfeile.Nach LokalisationenA: glomerulér, B: tubulér, C: vaskular, D: interstitiell
PACAP/ApoE", Tier FzH555, 400x

Statistische Auswertung und grafische Darstellung

Die Ergebnisse werden als Mittelwert Standardehler (=Standardfehler des
Mittelwerts, SEM)réasentiert.Die nWerte geben die Anzahl der ausgewerteten Tiere
an.

Mittelwerte und Standardfehler wurden mit Microsoft Excel 2016 berechnet. Die
statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SigmaPlot 12.0, die grafische Darstellung
der Daten und Ergebnisse mit Microsoft Excel 2016.

Zweigruppenvergleiche:

Zweigruppenvergleiche wurden zwischen den CED gefitterten’Apo& WTMausen

angestellt. Zunachst wurden die Daten auf Normalverteilung getestet. Bei
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parametrischen  Daten  wurde i@ statistische  Signifikanz  bei den
Zweigruppenvergleichen mitem T-Testflr unverbundene Stichprobegemessen. Bei
nicht parametrischen Datenverteilungen wurde der Mammitney Rank Sum Test
durchgeftihrt. PWerte unter 0,05 wurden als signifikaeingestuf.
Mehrgruppenvergleiche/Varianzanalysen:

Zum Vergleiclier DKO(PACAP/ ApoE- und PAC17/ApoE-) und mit dem EinfacikKO
(ApoE") unter Einbeziehung des Faktors der Futterudgdqder CED) wurden Twéay
ANOVATests (Analysis of Variance) durchgefihwenn sich hier signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben, wurde der FBittak Test durchgefihrt,
um diejenigen Gruppen zu isolieren, die sicim den anderen untersobilen. PWerte
unter 0,05 wurden als signifikant eingestuft.

Hierzu habe ich eine kostenlose statistische Beratung durch das Institut fir Medizinische

Biometrie und Epidemiologiger Universitat Marburgn Anspruch genommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Gewicht,PlasmaCholesterinund Plasmarriglyceridspiegel

3.1.1 Gewicht

Die Daten de Gewichts und der Blutlipide wurden von debeitsgruppe (A&Xinscherf

im Institut fir Anatomie und Zellbiologie erhoben. Sie sind noch nicht publiziert und
sollen mit den in der vorliegenden Dissertation erhobenen Daten im Zusammenhang
dargestellt weren.

Das Gewicht der ApdEMausenach 20 Wochen CEMittelwert 33g) warsignifikant
(*p=0,0252)um 11% redriger als dagler WT Mausenach 20 Wochen CE(37q)
(Abbildungl4).

Die PACAP/ ApoE- Mausewaren nach20 WochenCED signifikant***p <0,00) um
31%schwerer als PACARApoE- Mauseunter NF(Abbildungl4).

Nach 20 Wochen CED wareie BACAP/ ApoE- Mausesignifikant (*p=0,033) um 15%
schwerer als diApoE- Mause Unter NF waren i@ PACAP/ApoE- Mauseallerdings
signifikant (*p=0,038) um 15%ichter als die ApoEMause(Abbildungl4).

Die statistische Untersuchung zeigt, daase statistischsignifikante Wechselwirkung
zwischen den Einflussfaktorenttar und ApoE-- bzw. PACAP/ApoE/- Gendefizitin
Bezug auf das Tiergewidiesteht(*p=0,004) DerEffekt des einen Einflussfaktdrangt

vom Vorhandensein des anderah.

40



Ergebnisse

*k*k

ONF BCED

45 -

40 4

35 -

30 -
25 A
20 -

Tiergewichte in g

15 A
10 A
5

WT ApOE-/- PACAP-/-/ApoE-/- PAC1-/-/ApoE-/-

Abbildung14: Tiergewiche (in g) der WT ApoE-, PACAP/ApoE’- bzw. PACY/ApoE- Mause nach20
Wochen NF bzw. CED Mittelwerte + Standarféhler, (n)=Anzahl der Tiere; Signifikanz: *p<0,05,
***p )K),OO].

3.1.2 PlasmaCholesterinspiegel

Nach CEDwar der PlasmaCholesterinspiegebei den ApoE Mausen signifikant
(***p=0,001) 9-malhdher als bei deWVTMausen(Abbildungl5).

Innerhalb aller ©-Genotyperwar derPlasmaCholesterinspiegel bei ddviausennach
20 Wochen CEBOGher als bei demausenunter NE Nach 20 Wochen CED war &ib
ApoE- Mausen signifikant (***p<0,001um 95% hoher, bei den PACAP/ApoE-
Mausensignifikant (*p=0,014)m 78% undei denPAC1/ApoE- Mausensignifikant
(*p=0,029)um 40%hoher als bei den entsprechendé&@enotypenunter NF(Abbildung
15).
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*kk BNF mCED
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PlasmaCholesterinspiegel in mg/dl

WT ApoE-/- PACAP-/-/ApoE-/- PAC1-/-/ApoE-/-

Abbildungl5: PlasmaCholesteriapiegelin mg/dl) der WT, ApoE, PACAP/ApoE"- bzw. PACY/ApoE"
Mause nach20 WochenNF bzw.CED Mittelwerte + Standarfihler, (n)=Anzahl der TiereSignifikanz
*p<0,05, ***p)Q,001

3.1.3 Plasmarriglyceridspiegel

In PACAP/ApoE- Mausen war der PlasmaTriglyceridspiegehach 20 Wochen CED
signifikant (*p=0,032) um 54%hoher als inApoE- Mausen nach 20 WocherCED
(Abbildungl6). In Abbildungl7 sind exemplarisch Lipidansammlungen in den Glomeruli

beider Fltterungsregime gezeigt.

ONF BCED
180 H *

160 -
140 A
120 - i
100 [
80

60
40 4
20

PlasmarTriglyceridspiegel in mg/dl

WT ApPOE-/- PACAP-/-/ApOE-/- PAC1-/-/ApoE-/-
Abbildung16: PlasmaTriglycerigpiegel(in mg/dl) der WT, ApoE, PACAP/ApoE"- bzw. PACt/ApoE”

Mause nach20 WochenNF bzw.CED Mittelwerte + Standarfehler, (n)=Anzahl der TiereSignifikanz:
*p<0,05
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Genotyp NF CED

ApoE-

PACAP
IApoE/-

PAC1-
|ApoE/-

Abbildung 17: Exemplarische Darstellung von Blutlipidémittels ORO Farbuny in Glomeruli
unterschiedlicher Genotypen
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3.2 Morphologiedes Nierekortexes

Um die Morphologie der Niere zu untersuchen, wurde die AnzahNa@enkdorperchen
pro mn¥ bestimmt, deren Flache und Durchmesser vermessen und der Anteil an

Bindegewebe im Nierenkortex inBérechnet

3.2.1 Anzahl der Nierenkdrperchen
Um zu untersuchemb sichApok, PACAPund PACDefizienz und/oder CE&uf die

Anzahl der Nierenkorperchen inKortex auswirkt, wurden diese ausgezahlt
(Glomeruli/mn¥) (Abbildung 18).

Abbidung18: ExemplarischeNierenquerschniteur Darstellungler Quantifizierung dedierenkérperchen

(grine Punkte), gelber Pfeil zeigt auf die Nierenkapsel, Tier FzZH555, 100x, Azanfarbung nach Heidenhain
CED ApoEPACAP, Tier FzH55

Bei den PACAP/ApoE- Mausen nach 20 Wochen CEWvar die Dichte der

Nierenkorperchen signifikarftp=0,022)um 24%hoherals inApoE- Mausenunter CED
(Abbildungl9).
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* ONF @CED

= = =
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Dichte der Nierenkdrperchen (n/min
o)
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4
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(7) 9
0
WT ApOE-/- PACAP-/-/ApOE-/- PAC1-/-/ApOE-/-

Abbildung19: Dichte demierenkorpercheign/mn?) der WT, Apot, PACAP/ApoE’- bzw.PAC1/ApoE
!~ Mause nac20 WocherNF bzw.CED Mittelwerte + Standartehler, (n)=Anzahl der TiereSignifikanz
*p<0,05

3.2.2 Flache der Nierenkérperchen

Um zu untersuchenob und inwiefern sich eine ApgEPACAPbzw. PAC1Defizienz
und/oder CEauf die Flache der Nierenkdrperchanswirkt wurde diese vermessen
(Abbildung20).

Abbildung20: Exemplarische Darstellung der Vermessung eines Nierenkdrperchens, 200x VergroRerung,
Azanfarbung, blauePfeil zeigt auf Umriss des Nierenkdrperchens, gelber Pfeil zeigt auf Durchmesser von
Harn zu GefaRpol; CED ApgHier FzH544
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Nach 20 Wochen CED wareie dNierenkorperchen deApoE- Mause signifikant
(*p=0,0413) um 21% groler als tNeerenkdrpercha derWTMause(Abbildung2l).
Die Nierenkorperchen derPAC1/ApoE- Mause unter CED waren signifikant
(**p=0,007) um 22% kleiner als die d&poE- Mauseunter CEDAbbildung21).

* o ONF @CED

8000 -

7000 A

6000 A

5000 A

4000 ~

3000 A

2000 ~

1000 -

()

WT ApOE-/- PACAP-/-/ApOE-/- PAC1-/-/ApoE-/-

Flache eines Nierenkorperchensuim?

o

Abbildung21: FlacheeinesNierenkorperches (in unv¥) der WT, ApoE, PACAP/ApoE bzw. PACL
/ApoE’- Mause nach20 WochenNF bzw.CED Mittelwerte + Standaifehler, (n)=Anzahl der Tiere;
Signifikanz*p<0,05, **p<0,01

3.2.3 Durchmesser der Nierenkérperchen

Die Nierenkorperchen wurden von Gefafli Harnpol vemessen(Abbildung20) um
einen Einfluss der PACAPzw. PAC1Defizienz bzw. der beiden Fltterungsregime
detektieren.

PAC1/ApoE-Mausezeigten sowohl nach N&ls auch nach 20 Wochen CED signifikant
(NF *p=0,027, CED *p=0,036) um 10% kleinere Durchmesser der Nierenkorpaischen
ApoE- Mause(Abbildung22).
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Abbildung22: Durchmesser der Nierenkorperch@m um) der WT, ApoE, PACAP/ApoE- bzw. PACK
/ApoE/- Mause nach20 WochenNF bzw.CED Mittelwerte + Standarfikhler, (n)=Anzahl der Tiere;
Signifikanz*p<0,05

3.2.4 Relativer Anteil Bindegewebe Nierenkortex

Um zu untersuchen, obbei Apok, PACAR oder PACDefizienz und/oder
cholesterinreiche Futterungein Einfluss auf eingribrosierung des Nierenkortexes
nachzuweisen ist, wurde der Bindegewebsanteil unters@ébbildungl?2). Es zeigten
sich keine signifikanten Untetsiede im Bindegewebsanteil des Nierenkorésdurch
die beidenverschiedene Fltterungsgimeoder durchdie Apok, PACAPbzw. PAC1
Defizienz(Abbildung23).

20 - ONF 8CED

18 A
16 A
14 |
12 -
10 A

Anteil Bindegewebe im Nierenkortex
in %

SO N b O @
I

WT ApOE-/- PACAP-/-/ApOE-/- PAC1-/-/ApoE-/-

Abbildung23: Anteil an Bindegewebe iMierenkortexin % der WT, ApoE, PACAP/ApoE- bzw. PAC1
"IApoE’- Mause nact20 WocherNF bzw CEDMittelwerte + Standartehler, (n)=Anzahl der Tiere
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3.3 Immunhistochemie

3.3.1 MOMA2

MOMA-2 immunreaktive Monozyten bzw. Makrophagen waren vornehmlich im
Interstitium und im Bereich um die GefalR3e heruaher auchin Nierenkdrperchen
lokalisiert(Abbildung24, Abbildung25).

Abbildung24: Exemplarische Fat@iner mmunhistochemischen Farbudgs Nierekortexes MOMA2-
positiveZellen(Pfeile),CED PACAMApoE", Tier FzZH741, 100x

Abbildung25: Exemplarische Fas@®iner mmunhistochemischreFarbungdes Nierekortexes MOMA2-
positiveZellen Pfeile), ACED WT, Tier T545, 100x; B: CEDApKiEr M430, 100x

Die Zahl der MOMR&* (MOMA-2-positiven) Zellen war beiApoE- Mausen nach 20
Wochen CED signifikaftp=0,0201) um 101% hoéher (doppelt so hoch) als \B&i
Mausen nach 20 Woche€ED Abbildung25, Abbildung26).
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5 - * ONF @CED

Dichte MOMA2-positiver Zellen
(n/mm?)
N
1

WT ApOE-/- PACAP-/-/ApOE-/- PAC1-/-/ApOE-/-

Abbildung26: Dichte MOMA-2-positiver Zellen(n/mm?) der WT, ApoE, PACAP/ApoE- bzw. PACL
IApoE/- Mause nach20 WochenNF bzw.CED Mittelwerte + Standarfihler, (n)=Anzahl der Tiere,
Signifikanz*p<0,05

3.3.2 F4/80
F4/80" (F4/80positive) Makrophagen waren vor allem im Interstitium und im
Tubulussystem lokalisie(Abbildung27, Abbildung28).
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Abbildung27: Exemplarische Fadceiner immunhistochemischen Farbudgs Nierekortexes F4/80
positiveMakrophagen(Pfeile) CED ApoE Tier FzZH543100x
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Abbildung28: Exemplarische Fosoceiner immunhistochemischen Farbudgs Nierekortexes F4/80
positive MakrophageiiPfeile); ACED Apof Tier FzZH542, 100x; B: CED PARoE", Tier T472100x

Bei der ApoE- Mausen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
FutterungstypenApoE- Mausewiesennach 20 Wochen CEnesignifikant (*p=0,013)
2,5fach hohere Dichte anF4/80° Makrophagenauf als ApoE- Mause unter NF
(Abbildung29).

PAC1/ApoE’- Mause zeigten nach 20 Wochen Céife signifikant (**p=0,002) 4fach
geringere Dichte anF4/80° Makrophagenals ApoE Mause nach 20 Wochen CED
(Abbildung28, Abbildung29).

Die gatistische Untersuchung zeigt, dass eisgnifikante Wechselwirkung zwischen
den Einflussfaktoren Futter und ApbBzw. PAC1/ApoE/- Gendefizitin Bezug auf die
Anzahl F4/80Makrophagerbesteht(*p=0,0031).

ONF BCED

25_ *%

Dichte F4/8@positiver Makrophagen
(n/mm?3)

(9)

WT ApOE-/- PACAP-/-/ApOE-/- PAC1-/-/ApoE-/-

Abbildung29: DichteF4/80positiverMakrophagen(n/mm?) der WT, Apo, PACAP/ApoE’- bzw. PAC1
"IApoE- Mause nach20 WochenNF bzw.CED; Mittelwerte + Standdehler, (n)=Anzahl der Tiere,
Signifikanz*p<0,05,**p<0,001
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333 IL-6

Bei NF und CEWvaren die meisten 16" (IL-6-positiven) Zellen im Tubulussystem
lokalisiert wobei diesesuf den ausgewerteten Bildeauch flachenmallig den groften
Anteilausmachteln Abbildung30ist die Verteilung der t6* Zellen nach Lokalisationen
dargestellt(siehe hierzu aucAbbildungl3).

Bei ApoE bzw. DKO Mausen waremter NF6,6-fach, und unter CELY,5fach mehr IL
6* Zellentubular als glomerulatokalisiert(Abbildung30). Glomerulér zeigten sich unter
NF und CED 4,bzw. 4,4fach mehr IL6* Zellen als interstitiel(Abbildung 30). Im
Interstitium warenbei ApoE- bzw. DKO Mauseunter NF 1,%ach, unter CED 2f&ch
mehr I:6* Zellenlokalisiertals vaskula¢Abbildung30).

Unter CED zeigten sigh ApoE- bzw. DKO Mausen &)bular 25%und b)glomerular
42% mehilL-6" Zellenals unter NEAbbildung30).

A 1200 5 @ ApoE-/- (8)
1000 - PACAP-/-/ApoE-/- (7)
B PAC1-/-/ApoE-/- (7)
o
2 &
2 E
&<
2 c
o2
5N
A 1 ;
glomerular tubular vaskular interstitiel/BGW
B 1200 - BWT (6)
& ApoE-/- (8)
1000 - PACAP-/-/ApoE-/- (8)
B8 PAC1-/-/ApoE-/- (9)
800 -
g
:g & 600 -
g £
- £ 400 A
25
2 =200 -
5N
(| 0 i T T P g o — T e EER ] =0
glomerular tubular vaskular interstitiell/BGW

Abbildung30: DichtelL-6-positiver Zellen(n/mnv) der ApoE:-, PACAP/ApoE- bzw. PACH/ApoE- Mause
nach deren Lokalisation im Nierenkortéx nach 20 Wochen NF, B: nach 20 Wochen KHEBlwerte +
Standardehler, (n)=Anzahl der Tiere
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Genotyp

PACAP
|ApoE/-

Glomerular

PACAP
|ApoE/-

Tubular

ApoE-

Tubular

Negativ

kontrolle

Abbildung31: Exemplarische Fotos einer immunhistochemischen Farbung des Nierenkortexe8- mit IL
positiven ZellenBeispielhaft im Bild oben links (PACAPApPOE’~, NF) griine PfeilezeigenlL-6-positive
Zellen magentafarbenePfeile zeigeriL-6-negative Zellenalle Bilder 400x Negativkontrolle=Farbung
ohne Primérantikorper

Es folgt eine detailliertere Darstellung der Auswertung derGilomerulus und im
Tubulussystem gelegenel-6* Zellen, da sich in dieseLokalisatioen signifikante

Unterschiede zwischen ddtuttergruppen zeigteigAbbildung32, Abbildung33).
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Bei PACAP/ApoE- Mausen zeigten sich nach 20 Wochen CED signifikgmt0,002)
um 99,5%mehr (annahernddoppelt so vieleglomerular gelegenél-6* Zellenals bei

PACAP/ApoE- Mausennach 20 Wochen NRbbildung31, Abbildung32).
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Abbildung32: DichtelL-6-positiver Zellenin den Glomerulin/mn?) der WT, Apo, PACAP/ApoE’ bzw.
PAC1/ApoE- Mause nac20 WocherNF bzw CED Mittelwerte +Standardehler, (n)=Anzahl der Tiere
Signifikanz**p<0,01

ApoE- Mausezeigten nach 20 Wochen CED signifikant (*p=0,0t930% mehr tubular
lokalisierte IL6* Zellen als ApoEMause nach 20 Wochen N&bbildung31, Abbildung

33).

PACAP/ApoE- Mause zeigten nach 20 Wochen CED signifikant (***p<0,001) um 46%
mehr tubular lokalisierte H6* Zellen alsPACAP/ApoE- Mause nach 20 Wochen NF
(Abbildung31, Abbildung33).
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Abbildung33: Dichtell-6-positiver Zellenm Tubulussysterfm/mm?) der WT, ApoE PACAP/ApoE- bzw.
PAC1/ApoE- Mause nac20 WocherNF bzw CED Mittelwerte +Standardehler, (n)=Anzahl der Tiere
Signifikanz*p<0,05, ***p>K,001
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3.34 TNR

.8A bC dzyR /95 1 843 S8Y6 ¢ nhmbiteen) Rid imrSA &GSy

Tubulussystem, wobei diesesif den ausgewerteten Bilderauch flachenmaflig den
gréRten Anteil ausmachtdn Abbildung34 ist die quantitative Verteilung der¢ b Ch
Zellen nach Lokalisationen dargestellt.

Bei ApoE bzw. DKO Mausen waramter NF 6fach, und unter CED5,5fach mehr
¢ b CZellentubular als glomerulatokalisiert Abbildung34). Glomerular zeigten sich
unter NFbzw.CEDB,6- bzw.5,2-fach mehr¢ b CZellen alsvaskulanAbbildung34). In
BlutgeféaRenzeigten sich unter NF 3fach,und unter CELL,2-fach mehr¢ b CZellen
alsinterstitiell (Abbildung34).

Unter CED zeigten sitiei ApoE-bzw. DKO Mausetubular 11%weniger¢ b CZellen
als unter NF, glomerul&varen es etwa gleich vie(@bbildung34). Vaskular zeigten sich
bei ApoE-bzw. DKO Mausedzy (0 S NJ b C n r:Zellel Sskutér CHRBYIldung
34).
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glomerular tubular vaskular interstitiel/BGW
Abbildung 34: Dichte TNP -positiver Zellen(n/mm?) der ApoE:, PACAP/ApoE- bzw. PACT/ApoE"

Mause nach deren Lokalisation im Nierenkort&x nach 20 Wochen NF, B: nach 20 Wochen CED,
Mittelwerte +Standardfehler(n)=Anzahl der Tiere
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Genotyp NF CED
ApoE-

Tubular

PACAP
IApoE/-

Tubular

Negativ

kontrolle

Abbildung35: Exemplarische Fotos einer immunhistochemischen Farbung des Nierenkortexes'mit TNF
positiven ZellenBeispielhaftim Bild oben links (ApdENF) griine Pfeile zeigeNR -positive Zellen,
magentafarbene Pfeile zggn TN -negative Zellenpalle Bilder400x Negativkontrolle=Farbung ohne
Primarantikorper

Es folgt eine detailliertere Darstellung denswertung derm Tubulussystem gelegenen
TNR* Zellen, da sichin dieser Lokalisatiorbei der statistischenUntersuchung
signifikante Unterschiedewischen und innerhalb der Genotypen Apolind PACAP
/ApOE/- ergaben

ApoE- Mause zeigten nach 20 Wochen CED signifikant (***p=0,001) um 22% weniger
tubular lokalisierteTNP * Zellen als AoE/- Mauseunter NF Abbildung35, Abbildung

36).

Unter NF zeigtefPACAP/ ApoE- Mausesignifikant(**p=0,007) 19% wenigetubular
lokalisierte¢ b CZellenals ApoE Mause Abbildung35, Abbildung36).
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Abbildung36: Dichte TNF -positive Zellenim Tubulussystentn/mm?) der WT, ApoE, PACAP/ApoE-
bzw. PACT/ApoE- Mause nact20 WocherNF bzw.CED Mittelwerte +Standardehler, (n)=Anzahl der
Tiere Signifikanz**p<0,01, ***p X{),001
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3.3.5 Korrelatiorzwischen der Dichté-6-dzy’ R  $dsit/er Zellen

Weder NF noch CED bedingt eine Korrelasschen der Dichtéd-6* Zellenund der
DichteTNP * Zellen(Tabellen im AnharjgBei Untersuchung der Genotypen unter CED
zeigten sich jedockignifikantpositive Korrelationerewischen der Dichte 4&" Zellen
und der Dichte TNF Zellenbzgl. zweieNierenkompartimente

Bei denPACAP/ApoE- Mausen nach CED korrelierdie Dichtevaskularokalisierter
IL-6" und TN * Zellensignifikant §p<0,0117)postiv miteinander(

Abbildung37).

Bei denPAQ-/ ApoE- Mausen nach CED korrelierdie Dichteinterstitiell lokalisierter
IL-6* und TNF*Zellen signifikant*(<0,0314positiv miteinandei

Abbildung37).
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Abbildung37: Korrelation debichte 11-6-positiver bzw. TNFpositiver Zellen bei PACARpPoE’- Mausen
(vaskulare Lokalisationn=8 und PAZT/ApoE- Mausen {nterstitielle Lokalisationn=9; r=Pearson
Korrelationskoeffiezient, Signifikarfp<0,05
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4 Diskussion

4.1 GewichtPlasmaCholesterinund Plasmalriglyceridspiegel

4.1.1 Gewicht

Die ApoE- Mause waren nach 20 Wochen CED signifikant leichter \M$ Mause
Eventuell akkumulieren die in der CED enthaltenen Lipide inuBtlitonnen dirch das
Fehlen von ApoEu geringerefeilenin der Leber aufgenommenerstoffwechselund
somit inKompermassaimgesetzt werden.

Die PACAP/ApoE/- Mausewaren nach 20 Wochen CED signifikant schwerer als die
ApoE- Mause (38g vs. 33g), nach NF jedoch signifikant leicts@poE- Mause(29g

vs. 349). Statistische Untersuchungen ergaben eisgnifikante Wechselwirkung
zwischen den Einflussfaktoren Futter und Genotyp bei den Apwmiel PACAP/ApoE-
Mausen. Das heil3t, dass das Futter (NF oder CED) einen Einfluss darauf hat, inwieweit
sich der Effekt durch die Apokzw. die PACABefizierz Uberhaupt auspragen kann.
Tomimoto et al. (2008perichteten Uber einreduziertes Gewicht und eine verringerte
Nahrungsaufnahme bd&ACAP Mausen.AuchPACAP/VIP/- Mausezeigtendeutlich
weniger Wachstumund verringertes Koérpergwicht im Vergleich zuWT Mausen
(Niewiadomski et al. 2008)Bei PACAfMefizienten Mausenwurde ein rascher
Kréaftezerfall und Gewichtsverlugefunden gefolgt vom Tod der Tiere in der zweiten
postnatalen Woch€Gray et al. 2001 Einige Tiere starben plétzlich und ohne Kachexie,
einige ausgezehrt nach einem langsamen Sterbeprd@sy et al. 2001 Als ursachlich
wird hier eine kardiovaskulare Problematik rartet: Neben Hypertension im Herzen
bestand eine verminderte Kontraktilitdt durch den Wegfall der PAGARittelten
Vasorelaxation und des positiv ionotropen Effeki€say et al. 2001)

PACAPbewirkt tber die Bindung an seinespezifischenRezeptor PAC1 einen
hemmenderEinfluss auf Appetit, Sattigungsgefihl und somit auch das Gefiantar

et al. 2012; Vu et al. 201®) 5 A SASNJ ol y 2Bt |sihAinicR @ dei 9 FTF S
Applikationvon PACAPsondern auch bei Verwendung einéBACL Agonistenbeides
vermittelt tber denVPAC1 Rezept¢¥u et al2008)und konnte sowohl zentral als auch
peripher ausgeldst nachgewiesen werd&fu et al. 2015; lemolo et al. 201Z8um einen

zeigt sich durch eine PAGBRfizienz also ein€erringerung der Kérpermasse und des
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Gewichts, so zum BeispielibmserenPACAP/ApoE- Mausen nach 20 Wochen Nfim
Vergleichzur ApoE- Kontrolle) sowie in deno.g. Studien vonGray et al.(2001),
Niewiadomski et a2008 und Tomimoto et al(2008. Zum anderen scheint sich unter
CED/hochfetthaltiger Nahrung dar der Literatur beschriebeneanorektisché Effekt
von PACAP auszupragen, so wie bei unsB@AP/ApoE/- Mausen nach 20 Wochen
CEDund den Mausen beru et al. (208). Der Einfluss von intraperitoneal appliziertem
VPAC3Agonisten wurde beYu et al. (2008eider nicht bei Tieren unter Nlhtersucht,
was diesbezlglictsicherlich aufschlussreidrewesenware. Der Einflussfaktor Futter,
speziell der CED, scheineben der Gendefizienzedeutsamfir die Auspragung des
Effekies von PACAR Méausen zu sein.

Das Fehlen von PAC1 und PAGAPaulRerdemVerdnderungenm Verhaltender Tiere
aus So zeigerPACARIefiziente Mause Hyperaktivitatund vermehrten explorativen
Bewegungsdrangein explosives Springen und verminderte Ang$ashimoto et al.
2001) Auch an PACt Mausen zeigte sich ein reduziertes Angshalten und
vermehrter Bewegungsdran{Otto et al. 2001h) Eine weitere Erklarung fir ein
geringeres Gewicht bei PAGARZw. PACDefizienz konnte also auchedvermehrte
Bewegung deMausesein, die dernStoffwechselanregt Allerdings isauch denkbar,
dass dieMause durch die erhohte Mdilitat mehr Muskelmasseausbilden, was
letztendlich wiederum in einer Gewichtszunahme resultieren wirdeiesbezigliche
Untersuchungen der Skelettmuskulatur (Fasertypen (Anzahl; Grof3e) etc.) am M.

gastromemius und M. soleukufen aktuelin der AG Kinscherf.

4.1.2 PlasmaCholesterinspiegel

Erwartungsgemald zeige sich ein Zusammenhang zwischen Futtertyp und
Cholesterinspigeln imBlut: In allenuntersuchtenMausegenotypen warendie Plasma
Cholesterinspiegelach 20 Woche&ED signifikant hther alachNF. DieApoE-Mause
unserer Studieeigen nach 20 Wochen CED 9fach hthere Cholesterinspiegié M&T
Méause was den massiven Einfluss des ApoE bzw. dessen Defizienz auf den
Cholesterinspiegel im Blut zeigDie Defizienz von PACAP bzw. PAC1 fuhrte bei unseren
Méausen zu keinen signifikant veranderten Plas@ielesterinspiegeln im Vergleich zu

ApoE- (Kontrolle), weder unter NF noch unter CED.
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Aus demhochfetthaltigenFuttertyp resultierend erhéhte Cholesterinspiegel konnten
auchYu et al. (2008)nd Wang et al. (2009n Mausenzeigen BeiWang et al(2009
wurden WT Méausezwolf Wochen mit einer fettreduzierten Nahng (Kontrollgruppe)
oder mit einer WesterfTypeDiet (dieselbe wie in unserer Studie, CED, TD.88137, 42%
Fett) geflttert. Nach CED waren die Cholesterinspiegel um 78% hdher als die der
Kontrollgruppe Verglichen miWang et al. (2009ihrte die umachtWochen langere
Futterung der Mause in unserer Studie mit demselben Futter zu 5% hoheren
Cholesterinspigeln.

Der KO von ApoBbedingt eine HypercholesterinamieUnter CED war der
Cholesterispiegelder ApoE- Mause um knapp 200mg/dl héher als denige der
PACAP/ApoE/- und PAC1/ApoE/- Mause Bei ApoEDefizienz kommt es zu einer
verminderten Aufnahme von Lipoproteinen in der Leber und damit zu deren
Akkumulation in der Blutbahn, was die erhéhten Plas®méegel eindeutig zeigen.
Ishimura et al. (200%anden bei Apo Mausen nach 24 Wochen NF im Vergleich zu
den in unserer Studi@mach 20 Wochen NBemessenen Konzentrationeum 41,5%
hohere Cholesterin (713,5:223,7 mg/dl) undum 89,3% hohereTriglyceridspiegel
(159,#91,6 mg/dl). Die um vierWochen langere Futterungsdauer scheint hierfur
ursachlich zu sein.Yu et al. (2008konnten zeigen, dass bei Mausemie mit
hochfetthaltiger Nahrung gefittert wurdergie exogere intraperitoneale Gabe eines
VPAC3Agonisendie Chdesterinspiegel im Vergleich zur Kontrollgruppe dosisabhangig
signifikant sekt. Die PACABzw.PACDefizienz hattédeiunserer Untersuchunigeinen
Einfluss auf die Cholesterinspiegehach CED Zusammengenommereeigen die
Ergebniss&on Yu et al(2008)und uns dassVIP als VPAGAgonist, und nicht PACAP,
bei der Senkung des Cholesterinspiegels involviert zu sein schiigicherweise
bewirkt aber auch die gezielte exogene Verabreichung eines \VRg@iisten eine
Reduktion der Cholesterinspiegel, wohingegdas rein endogene Vorhandensein
dessen im Organismukese signifikanten Anderungen der Blutlipide nicht herbeifithre
kann. Uber den VPAC2Rezeptorist eine mogliche Rollefir die Reduktion der
Cholesterinspiegel nicht auszuschlie3en

Die PACAPMause vonGray et al. (2001yviesenschon nach wenigen Tagé@sifikant
hohere Plasm&Cholesterinspiegel aldie WT Mause autlie meisten starbetereits

nach wenigen Tagen. Die Art der Fitterung ist nicht genannt. Wir konnten keinen
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derartigen Krafteverfall oder einen Einfluss auf die Cholesterinspiegel bei PACAP
defizienten Mause beobachten, mdglicherweigaedten beiGray et al. (2001hoch

andere, nicht eruierbare HEflussfaktoren eine Rolle.

4.1.3 Plasmarriglyceridspiegel

Unsere Daten zeigen, dass ausschlie@BICAP/ApoE’- unter CED einen Einfluss auf
die Triglyceridpiegelim Blut zu haben scheint im Vergleich zum Ap@E Das kann
beispielsweise mit eineerhdhten Nahrungsaufnahme als Resultat des fehlenden
Appetitdampfenden Effekts durch PACAP erklantdea (Yu et al. 2008; Vu et al. 2015)
Der Einfluss des Futters auf die TAG im Blut wurde bereits intdiatur gezeigtMause
und Ratterzeigten durchCED erhéhtdriglyceridspieggWang et al. 2009; Stemmer et
al. 2012) ApoE- und PACAP Mause wiesen bereits in anderen Untersuchungen
signifikant héhere Triglycerspiegelauf alsWTMause(Gray et al. 2001; Ishimura et al.
2009) Die intraperitoneale Gabe des VPAC1 AgonisteglbaihzeitigeHitterung einer
CED uber 28 Tage fuhrte bei Mausen zu einer dosisabhangigen, signifikanten Reduktion
der Plasmalriglyceride(Yu et al. 2008 Diese Befunde kénnen unsere Daten erklaren,
da PACAP einer der VPACL1 Agonisten ist unddssen Defizienz sich in unserer Studie
erhdohte TAGSpiegel unter CED zeigteMlerdings ist auch VIP ein Agonist von VRACL1
und dessenBeeinflussung der TASGpiegelim Vergleich zu PACARNn mit den
vorliegenden Untersuchungenicht differenziert betachtet werden.Die Beteiligung
von VPAC2n reduzierten TAGpiegelmach CEB-utterungist in der Literatur bislang
nicht beschriebenDass wir bei PACDefizienzim Unterschied zu PACARfizienz
jedoch keine signifikant  veranderten  TAGpiegel zeigen  kaonten,
zusammengenommen mit den Ergebnissen Yonet al. (2008)egt nahe dass VPAC1

hier der entscheidende Rezeptor ist.
4.2 Morphologie

4.2.1 Anzahl Nierenkdrperchen

Es gibt in der Literatur nur wenige UntersuchungenAmzahl von Glomeruli und deren
quantitativen VeranderungerDer Einfluss von PACAP bzw. PAC1 wurde bislang nicht
untersucht. UnserePACAP/ ApoE- Mause zeigten nach 20 Wochen CED signifikant

mehr Nerenkorperchen als die ApoBviause(Kontrollg. Langheinrich eal. fanden bei
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ApoE-/LDL’- Mausen eine erhéhte Anzahl an Glomeruli im VergleicWauMausen
(Langheinrich et al. 2010Auf eénen Einflussron ApoEDefizienz auf die Anzahl der
Nierenkorperchen im Nierenkortexeisenunsere Daten nichhin. Konditionen, die die
Anzahl der Nierenkdrperchen beeinflusskdnnensind u.a. Alter und Blutdruck Mit

dem gesunderAlterungsprozessiimmt das kortikale Nierenvolumen unebensodie

Zahl der Nephronemund somit der Nierenkdrpercheab (Glassock und Rule 2012;
Hommos et al. 2017)Die Gesan#ahl der Glomerulist mit dem Blutdruck invers
korreliert: So zeigen lypertensive Patienten signifikant weniger Glomeruli als
normotensive (Keller et al. 2003; Miller und Kuhlencordt 201[#) unserer Studie
scheint die hypotensive Wirkung von PACAP auf den Blutdruck nicht einflussreich genug
zu sein, um die Anzahl der Glorak zu beeinflussen undeshalbnicht ursachlich fir

die erhohte Anzahl an Glomeruli. Aufgrund der o.g. Litersturicht zu vermuten, dass

der Wegfall des hypotensiven Einflusses von PACAP zu einer erhéhten Anzahl an
Glomeruli fuhrt. Dass eine renalecB8adigung die Glomeruin Anahl und Grol3e
beeinflusst zeigtenXie et al. (2018)Eine Adriamychkinduzierte Nephropathie senkte

die Zahl der Glomerusiignifikant und die Heterogenitat des Volumens der im aul3eren

und mittleren Cortex gelegenen Glomeruli nahm zu.

4.2.2 Flache und Durchmesser der Nierenkérperchen

Nach CED zeigtenedApoE- Mausebezogen auf die FlaclgroRee Nierenkorperchen
alsdie WT Mausebzw. PAC1/ApoE’- Mause Die PACT/ApoE/- Mausewiesen auch
beim Durchmesser signifikant kleineMierenkorperchenauf als die ApoE- Mause
sowohl nach NF als auch nach CED.

Unsere Daten zeigen ebenso wie die w@mgheinrich et al. (201,0JassApoEDefizienz
sichauf die GroRe&er Glomerulauswirkt ApoE/LDL’/- Mausewiesennach 80 Wochen
signifikant groRere GlomerwdufalsWTMause(Langheinrich et al. 2010)rsachlicHur
die Volum@&zunahmekonnten die geweiteten Kapillaren und/oder die perivaskulare
Entziindungsreaktion sein, die sich bei den ApaBLl’- Mause zeigterfLangheinrich et
al. 2010) Siezeigten aul3erdem fortgeschrittene atherosklerotische Lasiomed bei
41% der Glomeruli Anzeichen fir eine Lipoprot@asoziierte Glomerulopathidei der

sich n den glomerulérerkapillaren abnormale Lipoproteine lalgern Denkbar ist auch
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eine reaktive Zunahme de&efalvolumens und damit der Glomeruli durch die
Ablagerungen.

Unsere Ergebnisse, bei denen wach Fitterung einer CED bei WIRusenund bei
PAC1/ApoE- Mausen sigifikant kleinere Glomeruli als bei ApdEMausen (Kontrolle)
zeigen konntensind dahingehenan Einklang miin der Literaturbeschriebenen Daten
dass die CED eindtinfluss auflie Morphologie und Pathologider Glomerulihat. In
einigen Tierstudierkonnte gezeigt werden, dass ein@EDzu glomerularen Schaden
fuhrt (Langheinrich et al. 2010ApoE- Mause, die 16Wochen mit hochfetthaltiger
Nahrung 60% Fett, allerdings ohne zusatzliche€holesterin gefuttert wurden,
entwickelten signifikant groB3ere Gloméruals solche, die Nahrung mit geringem
Fettgehalt erhielten (Maimaitiyiming et al.2015) Bei den Mausen unserer Studie
konnten wir, wie bereits 0.g.signifikante Grol3enunterschiede der Glomeruli zwischen
WT bzw. PACYApoE- und ApoE- unter CED zeigendlerdings konnten keine
Signifikanzen unmittelbar zwischen der Futterung MF oder CED nachgewiesen
werden.Maimaitiyiming et al. (201%)aben glomerulare Flachen von 3008 ca. 4500
um? bei ApoE- Mausen gemessenWVang et al. (2014hingegenfanden bei ApoE
Mausen,die 16 Wochencholesterirangereicherte, hochfetthaltige Nahruraghielten,
glomerulare Flachen von ca. 7000 fimahnliche wie die unsere ApoE- Mause
Ursachlich fur diese Unterschiede kann z.B. die Messmethode sein, bei der bei uns
ausschlie3lich Glomeruli mit angeschnitteneidarn und Gefal3pol ausgemessen
wurden. Auch didangereDauerder Futterung(bei uns 20 Wochen)nd die Art der
Futterzusammensetzung (Anteil Protein/Kohlenhydrat/Fett/ggf.  zusatzliches
Cholesterin wiebei unsund Wang et al. (2014¥cheinenzu grol3erenGlomerulizu
fuhren.

Neben tierexperimentellen Datezeigt ein Blick in humane Studien, dassAligpositas
beim Menschenm Zusammenhangit Glomerulomegaliesteht. En Zusammenhang
zwischenBody Mass IndeMnd Durchmesser der Glomerigi nachgewieseiiKataoka

et al. 2011; Gigante et al. 2017kine massive VergroRerung der Glomeruli als
reprasentative strukturelle Komponente der renalen Hypertension wdrskutiert
(Okabayashi et al. 2018)Weitere denkbare Grinde sind lymphohistozytare
Infiltrationen. Umgekelt kdnntenim fortgeschrittenen Stadiurdie Glomeruli aufgrund

von Minderdurchblutung und dadurch bedingten FunktionseinbulRen verkleinert bzw.
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atrophis sein.Nicht nur pathologische, sondern aughysiologische Prozesse wie z.B.
das (gesunde) Altern bedjen renale Strukturverdnderungeklit zunehmendenmAlter
sinkt die Anzahl der Glomeruli, digglomerulare GroRe hingegen nimmt
(kompensatorisch) z(Glassock und Rule 201Ejne PACAPefizienz beschleunigt den
AlterungsprozesqReglodi et al 2018) Die Mause unserer Studiezeigten keine
morphologischa Veranderungerwie lymphohistozytare Infiltrate oder bindegewebige
Zubildungenn oder umGlomerulj Tubuli oder Gefal3adie sich wahrscheinlickrst ab
einem hoheren Alter manifestierewirden. Moglicherweise sind die Glomeruli beim
PAC1/ApoE’- dadurch kleiner, dass PACAP lediglich an den \A&Eptoren binden
kann und eine sympathische, vasokonstriktdnesc bzw. tonisierende Wirkung

Uberwiegt, die einer Apofvermittelten Dilatation entgegenwirkt.

4.2.3 Relativer Anteil iBdegewebe inNierenkortex

Unsere Daten zeign keine signifikanten Unterschiede im Anteil des Bindegewebes im
renalen Kortex der untersuchtdidusegenotypenSmit ergibt sich kein Hinweis, dass

die Defizienz von ApoE, PACAP bzw. PAC1 Méausen nach 20 Wochen NF BadiuS&ED

auf einevermehrte Fibrosierung bewirkiaimaitiyiming et al(2015)konntenan ApoE

/- Mausen nach Futterungeiner hochfetthaltigen Nahrung signifikant mehr renales
Bindegewebe als nach niedrigfetthaltiger Nahrung zeigen Eine renale
Kollagenanreicherung behit hochfetthaltiger Nahrung gefutterten ApdEMausen
haben auclChen et al(2018)eobachtet PACARonnte in Nieren von Mausen, die mit
Cyclosporin A behandelt wurden, die aus diesem Reiz resultierende Expressionvon TNF
sowie des profibrotischen Zytokins TGF(TransformingGrowth-Factor beta 1)
reduzieren und so die Fibseverhindern(Khan et al. 2011)Jnd auch im Herzekonnte
PACARowohlunter Zellkulturbedingungeals auch in einer Studie mit PACGARausen

die Fibroseate im medikamentdéwvorgeschadigten Herzen reduzieré®ano et al2002;

Mori et al. 2010) Die Zubildung von Bindegewebe in der Ni@tkaltersabhangig, so
fanden Uneda et al. (2017bei 22 bis 25 Monate altenWT Mausen 21,2% 2,9%
tubulointerstitielle Fibree, bei jungen Mausen (Bis 4 Monate) war es signifikant
weniger (ca. 5% AYS CAONRAS RSNJ bASNBEX [2dR8SNS €116aS0A G
Wahl Heilungsprozess, tritt auf, wenn Reparaturmechanismen insuffizient sind oder

wegen anhaltender, chronisch&ntziindung und Schadigung des Gewebes gestort sind
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(Caoetal.201® 9& Sy GaidSKi blFINDPSyaSsSo6Ss>s SAYKSNHES
in diesan ArealenDenkbarist, dass eine Fibrose bzw. eine beginnende Nephrosklerose
erst nach einem langeren Untersuchungeid Lebenszeitraum der Mause erkennbar

wird.
4.3 Immunhistochemie

4.3.1 Makrophagen: MOMA und F4/80

Generell zeigten die Nieren histologisch undnmunhistochemisch wenige
Makrophagen und Leukozyte®ignifikantunterschiedlich war dieDichte MOMA-2*
Makrophagenbei ApoE- Mausen und WT Mausen nach CEDDie ApoEDefizienz
verstarkt die Makrophage&inwanderung unter CED. Die Abwesenheit der
antiinflammatorischen Eigenschaft von PACAP bei dessen Deftagytzin unserem
Mausmodell keine\nstieg deDichteMOMA:2* Zellen

Der Antikdrper F4/80 erkennt eiimmembranstandigesGlykoprotein und ist der
spezifischste Antikorpdtir den Nachweison reifen, residenten Makrophagdrei der
Maus(Cao et al. 2015Wir fandenheraus dass die Gabe von CE& ApoE- Mausen
zueinem signifikanten Unterschied in der F4/8Rellzahffuhrte: Nach 20 Wochen CED
wiesen ApoE Mause eine2,5fachhohere Dichteresidenter (F4/8dmmunreaktiver)
MakrophageraufalsApoE- Mausenach NF. AucBui et al. (2013)eigteneinen Einfluss
der Nahrung auf die F4/80Makrophagen in der Mauseniere: Ubergewichtige WT
Mause wiesen nach 16 Wochen hochfetthaltiger Diat eine signifikant gesteigerte
Makrophagenrlinfiltration in Glomeruli und Interstitium auf im Vergleich zu
normalgefutterten WTMausen.Diese und unsere Daten weisen auf eirginfluss der
Erndhrung (fett-, cholesterinreiche Nahrunglauf die Dichte/das Vorkommen von
Makrophagen und damit mdglicherweise adén Entziindungsstatus des renalen
Gewebedhin.

Zudem fanden wir beApoE- Mausen nach CEBignifikant mehr F4/80Makrophagen
alsbei PAC1-/ApoE/- Mausen.Es ergab sich zwischen dapoE- und PAC1/ApoE/
Mauseneine statistisch signifikante Wechselwirkung bzgl. der Einflussfaktoren Futter
und Genotyp Das bedeutet, dashie Art des Futtersinen Einfluss darauf hat, inwieweit
sich der Effekt dieh die ApoEbzw. die PAGDefizienz Gberhaupt ausprégen kann.

Unter NF zeigen di®AC1/ApoE- Mause etwa gleich viele, nach CED signifikant
66



Diskussion

weniger F4/80 Makrophagenals ApoE- Mause nach CEIPAC1Defizienz scheinalso
inhibitorischauf die AnzahIDichte residente Makrophagenunter CEDzu wirken. Da
PACAP dem Organismus noch zur Verfigung steht, konnte PACAP durch die Bindung an
VPAGRezeptoren die unspezifische Immunantwort (bedas Monozyten
/Makrophagersystemhemmenund so eine antiinflammatorische Wirkung ausuben.

Es istauch mdglich, dassveniger Makrophagen bei PA@Refizienz heranreifen und
resident werden kdnnen, weil sentwederfriiher zu Grunde gehender rezirkulieren,

da sich bei den F4/8Makrophagen ein Unterschied der Zellzahl zeigt, bei MOMA
nicht. Die ApoE- Mausenach CEDxeigen die groRte Zahkesidente Makrophagen
Maoglicherweisetransmigrieren mehr Monozyten aus dem Bhufgrund gesteigerter
Zytokinproduktion im renalen wiauch peripheren Fettgewebe und renaler vaskularer
sowie parenchymatdser Lipidakkumulationemu residenten Gewebsmakrophagen.
Mittels ORGFarbunghaben wirlberpruft, ob F4/80 Zellen durch die CEnhduzierte,
akkumulierte Lipidgphagozytieren, konnten & keinen Zusammenhang herstellen.

Bei den 80 Wochen alten Ap6EDL/- Mausen von Langheinrich et al. fanden sich
perivaskular groRe Cluster inflammatorischer Zellen, vornehmlich Leukozyten und
Plasmazellen (Langheinrich 2010). Diese Beobachtung kowiteén unseren Mausen
nicht machen esfanden sichweder perivaskuléar noch in anderen Bereichen der Nieren
groRe zellulare Ansammlungenim Sinne einer inflammatorischerZellantwort.
Maoglicherweise war unser Untersuchungszeitrabrarfir mit 30 Wochen zulkz In
einemrenalen Ischamie/Reperfusionsmodetin Lee et & (2011)zeigte sich eine auf

die Schadigung hin erhohte Zahl an F4/8@akrophagen, die Uber die Dauer der
Regemrationsphase deutlich erhohblieb. Sie vermuteten aufgrund ihrer Ergebnisse,
dass die Makrophagen einen Phanotypéfechsel von inflammatorischen
Makrophagen in der akuten Phase zu antiinflammatorischen Makrophagen in der
ReparatusPhase vollziehen und an der Reparatur der Niere betaégtkbnnten(Lee

et al. 2011)Die PACAP Mauseim Model renaler Ischamie/Reperfusioragiertenmit
signifikanthéherer Makrophagenlnfiltration alsder WT, wasdie Rolle von PACAP als
antiinflammatorisches Peptidnhand eines akuten Geschehamsterstreicht (Szakaly

et al. 2011) In unserer Untersuchung, dien Gegensatz zu deo.g. Studieneinen

chronischenProzess ohne starke Noxabbildet, konnten wirbei PACAdefizienten
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Mausen keina signifikanten Anstieg vomakrophagen findenund daher keinen

signifikanten Nachweis flr dessen antiinflammatorische Wirkung aufzeigen.

4.3.2 Zytkine:L.c dzy R ¢ b Ch

UnsereUntersuchungeig einen Einfluss auf diBichteder renalenlL-6* Zellendurch
die Art des Futters (NF vs. CEBgi PACAP/ApoE- Mausenwaren nach CEDIn den
Tubulium 46%mehr und in den Glomerulium 99,5%mehr 1-:6* Zellenals bei den
Mausenunter NF Auchin den Tubulder ApoE- Mausefanden wireine signifikantum
30%hdohere Dichtean IL-6* Zellen nachCEDals nachNF. In diesem Zusammenhang ist
bereits beschriebendass WesterType Dietgefitterte Mauserenal eine signifikant
erhéhte mMRNAExpressiomproinflammatorische Zytokine wie t6, TNF und MCP1
aufweisen (Wang et al. 2009; Cui et al. 2018a m Fettgewebe dauerhaft eine
geringgradigeInflammation durch permanente Freigabe und erhOhte Werte von
Adipozytokinenherrscht (Gregor und Hotamisligil 2011; Stemmer et al. 20E®%)d
neben IL6 und TNF aucheine Reiheandererproinflammatorischer Zytokine erhdht
(Yudkin et al. 2000; Gregor und Hotamisligil 20Li)sereund die Ergebnissenderer
deuten alsodarauf hin,dassdie Gabe eineCEDIn der Niere zu einerréthten IL-6
Produktionfuhren kann

EineantiinflammatorischéWirkung von PACARnnausder Hemmung/Verminderung
der Expressioproinflammatorischer Zytokineesultieren: So konnte gezeigt werden,
dass PACARN PodozyterZellkulturendie 16 (und MCPL) Expression signifikant
erniedrig (Sakamoto et al. 2015Pa wirin vivobzgl. der renalen Dichte-B Zellen
weder einensignifikanten Unterschiedei PACAP/ApoE-, noch beiPAC1/ApoE-
Mausen im Vergleiclzu ApoE- Mausenfanden, kénnen wir diesi vitroerhobenen IL-

6 betreffendenBefunde nicht bestatigen.

Die Untersuchungn der Dichte der renalen TNF Zellen zeigten beiApoE- Mausen
nach NFeinesignifikant um22%hohere Dichte atubularen TN * ZellenalsnachCED
NachNF fanden wir bePACAP/ApoE’- Mausen in den Tubuleine um19%geringere
Dichte anTNP * Zellenals bei ApoE- Mausen. Wie oben bereitdbeschrieben bewirkt
die Gabe aies fetthaltigen Futters und/oder Ubergewicht eine erhéhte Zytokin
Produktion. Dassich bei NF eine hohefgichtean TN *Zellenzeigt undPACARKO die

DichteTNF * Zellensenkt,ist unerwartet Beides zeigt sich nur in ddubuluszellenwir
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konnten in den anderen untersuchten Nierenkompartimenten wedgomerular,
vaskular noch interstitiell ein derartiges Ergeluegyen.

Im Tubulussystem zeigt sich zwar die hoct3itehtevon I1-6* und TNF* Zellen eine
positive Korrelation zwischedter Dichte von 1:6* und TNF* Zellenkonnte jedoch nur
nach CEDn Interstitiumder PAC1/ApoE’- Mauseund vaskulabei den PACARApPoE
/~Mausengezeigt werden

Die Literatur zeigt vielfach die antiinflammatorische Wirkung von PACAP uber die
Hemmung der Expression/Produktion proinflammatorisch&ytokine: Exogen
zugefuhrtesPACAP bewirkt eine verminderte Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen und profibroichen SubstanzefReglodi et al. 2012a; Eneman et al. 2016)
Durch die Gabe von PACAP wurde die ZytBkoduktion von TNF & 2 i 2itkofin
humanen Tubulusepithelzelleals auchin vivobei diabetischen und durch Multiples
Myelom induziert@ Nephropathien gesenkfArimura et al. 2006)Hiernach wére zu
erwarten gewesen, dass sich bei unseren PA@ARienten Mausen eine erhdhte
TNP * Zelldichte zeigtauch tubulé Die durch PACAP geminderte TNEroduktionin

der Untersuchung voArimura et al. (2006yvurde durch einen PAGhhibitor (M65)
zusatzlich verstarkt, was darabfndeutet, dass delPACiRezeptor am Prozess der
ZytokinSenkung dufdec PACAP beteiligt istWir konnten nur bei PACAPApoE’
Mausen, nicht bei PACIApoE’- Mausen signifikanteUnterschiede in der Dichte der
tubularen TNFR* Zellen zeigen und somit in unserem Modell keinen Einflksis
Mitwirken des PAC1Rezeptors nachweisemass PACAP die auf einen schadigenden
Reiz hin(Cisplatin, Ischamiegaktive TNF-Produktion in der Niere senken kann, wurde
aul3erdemin vitro und in vivogezeigt(Li et al. 2010; Li et al. 201WVir konnten bei
dzy aSNBY OSNHf SAOKagSAAS YAt RPnyt CEDWEdders = 06 S & i
daraus resultierenden proinflammatorischen Konditionen, im Vergleich zu derart
starken Noxen wie in den 0.g. Untersuchungen keinen hemmenden Einfluss von PACAP
auf die TNF* Zelldichtezeigen, dagegen fanden wir tubular einen Anstieg TRF *
Zelldichte nach NF iMergleichzu CED bei ApoBMausen.

Anhand von NiereiHomogenaten haberReglodi et al. (2018Yeranderungen der
renalenZytokinebei PACAP Mausengefunden: insbesondere bei alternden PACAP
Mausen (13is24 Monate) zeigte sich teilweise dramatisch erhdhte Zytokine wde

Dysbalance zwischen prand antiinflammatorischen Zytokinergie diskutieren eine
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maoglicherweise hierdurch beeinflusste Mdkmgebung, welche die von ihnen
gefundenenvermehrten AmyloidAblagerungenin diversen Organerinsbesondere in

der Niere und den damit einhergehenden vorzeitigen Alterwsgrscheinungen bei
PACAP Mausen begunstigen konntgReglodi et al. 2018)Die renalen amorphen
AmyloidAblagerungen zeigten sich hauptsachlich in den Glomeruli, nicht in Interstitium
und TubulussystertReglodi et al2018) Die Studie zeigt also, dase &ytokine deutlich

von der PACABefizienz und den durch Alterung bedingtdmyloidAblagerungen
beeinflusstwerden und nicht nur durch inflammatorische Einflissed Konditionen
oder zugefuigteNoxen. Wir konnten beé unseren PACAPMausen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (ApoE) keine erhohte Dichte an TNFoder I1-6* Zellen zeigen Mit
einem Alter von 7,5 Monaten sind unsere Mause nach der Einteilundregtodi et al.
(2018) der jungen Mausgruppe zugehdrign welcher die ZytokiVeréanderungen,
anders als in der alterndenr@pe, nicht signifikant waren

Die histologische und immunhistochemische Betrachtung/Untersuchung der Nieren der
vorliegenden Studie zeigte eine eher geringe Infiltration durch Makrophagen und
andere Leukozyten, hingegen war die Dichte an"TNRd Il-6* Zellen relativ hochDie
meisten renalen Zellen wie Endothelzellen, Mesangiumzellen, epitheliale Zellen und
Podozyten produzieren nach Aktivierung durch einen schadigendenli®eigionoder
Verletzung proinflammatorische Zytokine, Chemokimed Adhasioemolekile was
dazufuhrt, dass die Nierdurch diverse Immunzellanfiltriert wird, die wiederum auch
Zytokine exprimierenBanki et al. 203). Denkbar ist, dass die Dichte der Zytekin
positiven Zellen in den Nieren zum Untersuchungszeitpunkt hoch ist, der Peak der
sekundar eingeleiteten Infiltration durch Immunzellen aber erst noch folye
Positivkorrelationzwischen vaskularem TNRind 1-6 kdnnte darauf hindeuten, dass
ein Zusammenhang zwisen deren Expression und Sekretion besteht, wie auch schon
von Yudkin etal. (2000gezeigt wurde und ein Grund fur die hobB&htean 11-6" Zellen

ist. IL-6 wird von aktivierten Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen, Lymphozyten,
Adipozyten und auch von Tubulusepithelzellen der Niere exprinfiéginrich et al.
1990; Yudkin et al. 2000; Feng et al. 2017)

Andere Ursachen fir erhohte -8 Prasenzkonnen Ubergewicht, Katdolamin
Ausschittungind auch psychosozialer Stress g@indkin et al. 2000Pen Einfluss von

Ubergewicht konnten wir dahingehend bestétigen, dass die PAGARIsenach CED
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signifikant schwerer als nach NF waren und im Tubulussystem und in den Glomeruli eine
hohere Dichte an {6* Zellen zeigten. Moglherweise haben die Mause vor ihrer Tétung
zB. durch den Transport und ungewohnte &ufRere Umstande Stress empfunden und
dadurch vermehrt Katecholamine ausgeschittet, was sich in det* IiZellen
widerspiegdl.

Dieproinflammatorischerzytokineim Allgemeinen und &6 im Speziellerhaben durch

ihre Signalwege Auswirkungen auf den gesamten Organidii@d_evel, gemessen in
scheinbar gesunden Populationen, prognostizieren ein zuklnftiges vaskulares Risiko,
das mit endothelialer Dysfunktion, Vseteifung von Arterien und dem Ausmal}
subklinischer Atherosklerod@rreliert(Mahmud und Feely 2005; Esteve et al. 2007; Lee
et al. 2007; Ridker 2016)In der Pathologie der Atherosklerose stehen
inflammatorischen Zellen, insbesondere Makrophagen undeweinfiltration der
Plaques, aulerdem Zytound Cheméine sowie die Verbindung von CVD und
inflammatorischen SerurAviarkern wie GreaktivesProtein und I-6 im Vordergrund
(Karasawa uth Takahashi 2017Neben dieser inflammatorischen Komponente der
Atherosklerose spielt auch der gestorte Lipidstoffwechsel bei deren Entstehung eine
SchlusselrolleDurch die CED und den KO von ApoE haben wir bei unseren Mausen in
den Lipidstoffwechsetingegriffen, um preatherogene Bedingungen in der Niere zu
schaffen und inflammatorische Reaktionen zu untersuchen.

An der Entstehung der Atherosklerose sind komplexe und vielschicsitthegegenseitig
bedingende inflammatorische Einflisse und Mechamism beteiligt. Unsere
untersuchten Nieren zeigemorphologisch(noch) keinebindegewebige Zubildung im
Zuge einemMephrosklerose, jedoctst IL-6 im Tubulussystem und im Interstitium der
Rindenregion, insbesondere unter CED, erh&nmhdhte Entzindungswerten Korper
konnen wiederum atherosklerotische Prozesse vorantreiben und das Risiko, ein
kardiovaskulares Ereignis zu erleiden, ansteigen la@®ielker 2016).

Die antiinflamnatorische Wirkung von PACARw. PACIn der Niere konnte in unserer
Studie nicht hinreichend gezeigt werdeéviorphologische Auswirkungen durch PACAP
bzw. PACDefizienzauf Anzahl, Flache und Durchmesser der Glomeruli wurden jedoch

sichtbar.
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4.4 Kiritik und Ausblick

Um chronische, morphologise und/oder inflammatorische Effekte in der Niere
nachweisen zu kdnnen, musster Untersuchungszeitraum langer gewahlt werden
Auch eine Messung des Plasth#®-Spiegels ware zur Beurteilung von
Organveranderungen hilfreiclEine Limitation der Studie istas Fehlen von NWT
Mausen da deVergleich mit einer neutralen Ausgangsgruppe bezuglich einiger Aspekte
aufschlussreichvare. Interessant wird die Auswertung anderer Organsysteme der hier
untersuchten Tiere bezuglich derselben Parameter.

Untersuchungsegenstand zukinftiger Studiekbnnte sein, die antiinflammatorische

Rolle von PACAP (und VIP) an Primarzellkulturen zu untersuchen. An (vorgeschadigten)
Nierenepithelzellen konnte morphologische Veranderungen sowie
Zytokinausschittung mit oder ohne PAGC3dbstitution analysiert werdenDenkbar

ware auch medikamentds odedurch oxLDLvorgeschadigte renale Zellen.Bz
glomerulare und tubulare Zellen) dahingehend zu untersuchen, ob PACAP hier den
resultierenden Schaden abmildern kann und seine antiinflamnistbe,
antiapoptotische und antioxidative Eigenschaft zeigt (oxidativer Stress,
Apoptosemarker, wie aktivierte Caspasg® andere).

PACAP ist bereits seit einigen Jahren Gegenstand der intensiven Forschung. Dennoch
bieten die (AugWirkungen von PACAFRda seiner Rezeptoren im Organismus noch
vielseitige Forschungsansatze fur weitere Untersuchungen, zum Beispiel beziglich

moglicher Therapieansatze durch seine zytoprotektive Wirkung.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung

Hintergrund: Krankheiten dedderzKreislaufsystems wareim Jahr2015 mit 39% die
haufigste Todesursache in Deutschland und sind weltweit ein grof3es gesundheitliches
Problem. Die Atherosklerose nimmt in diesen Pathologien einen nicht zu
vernachlassigenden Stellenwert ein. lmntzindlchen Entstehungsprozessder
chronischen GefalRerkrankungpielen Lipidstoffwechsel und Makrophagen eine
wichtige Rolle.Das Apof Mausmodell ist etabliert, um Atherosklerose und dessen
Einflussfaktoren sowie Nierenerkrankungerzu untersuchen.Das Peptid RCAP
(Pituitary Adenylad CyclaséActivating Protein) gehoért zur GlucagofPACAR/IP
ProteinSuperfamilie. Esvirkt antiinflammatorisch,antiapoptotischund antioxidativ
und zeigtdiese Eigenschafteauch in der Nierén einemnephroprotektiven Effekt. In
dieser Studiewurde erstmals untersucht, inwieweitlie Defizienz vorPACAFPbzw.
dessen Rezeptor PAC1 im ApoBElausmodell inflammatorische Reaktionen und
morphologische Veradnderungen deNiere hervorrufen und/oder beeinflussen
Zusatzlichwurde der Einflus der Verabreichung einesholesterinangereicherten
Futters auf diese Parametentersucht

Material und Methoden:Fir die Untersuchung standen folgende Md&ssnotypen zur
VerfugungWT,ApoE-, PACAP/ ApoE- bzw.PACZT/ApoE-. Den jeweilzehnWochen
alten Mausen wurde fur 20 Wochen entweder Normalfutter (NF) oder
cholesterirangereicherte Nahrung (CE@rabreicht. Es ergaben sich insgesaieben
Mausgruppen, vom WT gab es nur eine CED Grulpepergewichtund Plasma
Cholesterin sowieTriglyceridspiegewurdengemessenNach Tétung der Tiere erfolgte
die Organentnahme. Die Nieren wurden kryofixiert. 6um dinne Kryoschnitte der Niere
wurden in einer Azan und ORGFarbung histologisch, histomorphometrisch und
immunhistologischmittels der Antikorper MOMA?2 (Monozyten und Makrophagen),
F4/80 gorwiegend residente Makrophagen), TNFund Il:6 (proinflammatorische
Zytokine) gefarbt und analysiert. Anhand der Azanfarbung wudierNierenschnitte
bezuglich Anzahl, Durchmesser und Flache der Glomeruli sowie ihres

Bindegewebsanteils untersuchhd vermessen.
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Ergebnisse:Die verabreichte ED flihrte innerhalb dePACAP/ApoE- Mause zu
signifikant schwereren Tieren als unter e PACAP/ ApoE- Mause waren nach CED
signifikant schwerer als digpoE- Mause(Kontrolle) DiePACAP/ ApoE- Mause waren
unter NF jedoch leichter alsdie ApoE- Mause Hier besteht eine Wechselwirkung
zwischen Gewicht und Genotypie PlasmaCholesterispiegelwaren nach CEDbei
ApoE-, PACAP/ApoE-und PAQ”-/ ApoE- Mausensignifikanthdher alsnachNF. Nach
CED warenid PasmaTriglycerigpiegelder PACAP/ ApoE- Mausesignifikant hoher
als die der ApoE Mause Bei der morphologischen Untersuchung ergab siabh CED
eine signifikant erhthte Anzalh Nierenkorpercheei den PACAP/ ApoE- Mausen
im Vergleich zaden ApoE- Mausen Die Flache der Nierenkdrperchemarim Vergleich
zu den ApoE Mausen nach CEiei denPAC1/ApoE- Mausensignifikantum 22%bei
denWTMausenum 21%niedriger. Auchbzgl. deDurchmessesder Nierenkorperchen
waren digenigender PAC1/ApoE- Mausebei NF und CEKleiner alsbei den ApoE
Mausen Bezuglich desenalenBindegewelbanteilsbzw. einer mdglichen Fibrosierung
konntenwir keine signifikanten Unterschiedavischen Futtergrupgn und Genotypen
nachweisen Die ApoE- Mause zeigten nach CEBine doppelt so hohe Dichte an
MOMA:2* Zellenim Nierenkortexwie die WTMause DiePAC1/ApoE- Mausezeigten
nachCEDeineviermalgeringere Dichten F4/80" Zellenim Nierenkortexalsdie ApoE-
Mause (Kontrolle) Innerhalb derApoE- Mause bewirkte die CED eine um,5fach
hohere Dichte arF4/80" Zellenals bei Verabreichung voiNFE Der Futterunterschied
wirkte sich auch auf diBichte der It6* Zellenim Nierenkotex aus:Nach CED zeigten
PACAP/ApoE- Mauseglomerular undtubular eine héhere Dichte all-6* Zellen als
nachNF. Bi den ApoE Mausenwar die Dichte arlL-6* Zellenim Tubulussystenmach
CEDhGher als naciNF Die ApoE- Mause zeigten im Tubulussystem nach Mife
hohere Dichtean TNP * Zellen als nach CENach NF war in den Tubuli vB(fACAP

/| ApoE- Mausen die Dichte anTNP* Zellensignifikant geringer al®ei den ApoE
Mausen.

SchlussfolgerungAbschlieRend lasst sich sagelass beiden PAC1/ApoE/- Mausen
nach CERleinere Glomeruli un@ine geringere Dichte residenter Makrophagals bei
ApoE- Mausen (Kontrolleyefunden wurden.

Die CED bewirld eine signifikant hohereDichte anlL-6* Zelen in Glomeruli und Tubuli

der PACAP/ApoE- Mauseim Vergleich zINF
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5.2 Summary

Background:Cardiovascular diseases were with 39% the leading cause of death in
Germany in 2015 and a worldwidgevere healthproblem. Atherosclerosis has an
enormous significant value in that kind of pathologies. In the inflammagtintogy of
this chronicvasculardisease, lipid metabolism and macrophages @akeyrole. The
ApoE- mousemodel isa well-establishedmodel of atherosclerosisPACAP (Pituitary
Adenylae CyclaséActivating Peptide) is part of the glucagBACAR/IP protein
superfamily. It acts antifdmmatory, antiapoptotic and antioxidativehas
nephroprotective effec. In this study the effect othe deficiency ofPACAP andst
receptor PACL1 is investigated on inflammatory and morphologibahgesof the
murine kidneyof ApoE- mice. Additionally,the impact ofcholesterotenriched diet
(CEDbDn these parameters was examined
Methods and Materials: The following four genotypesof mice were reviewedWT,
ApoE-, PACAP/ApoE- and PAC1/ApoE'~. Theten-week-old knockoutmice were fed
for 20weeks either a standard digSD or a cholestereenriched diet (CEDOfWTmice
we reviewed onlya CEBfed group, sahere are sevengroups of mice in totalBody
weight, plasmacholesteroland-triglycerideswere measuredAfter euthanizing, organs
were collected andshocKrozen in liquid nitrogencooled isopentaneKidney cryo-
sections(6pm)were analyzedy usingAzan, ORGstaining and the antibodies MOMA
2 (monocytes and macrophages), 8@/ (resident mamphages), H6 and TNF
(proinflammatory gtokines) Based on Azastaining he number, area and diameter of
the glomeruli were measureds wellas the relative percentage of connective tissue in
the kidney sections to analyze posgibkistingfibrosis.
Results:Application of theCEDresulted in signifi@ant heavier PACAP/ApoE/- mice
compared toSD PACAP/ApoE’- mice fed with CEDwere heavier thanApoE- mice
(control). After SO PACAP/ApoE’- micewere not so heavy a#\poE- mice.Relating to
the bodyweight, there was an interaction between genotype and nutrition.
After application of the CED|gsmacholesterollevels werehigher inApoE-, PACAP
/ApoE/- and PAQ-/ApoE/- compared toSD and plasmaiglyceridelevelsof PACAP
IApoE’- mice weresignificantlyhigher than in ApoE mice.
After quantification ofmorphology in PACAP/ApoE/- mice after CED the number of
glomeruli was increased in comparison wilpoE- mice After application of CED, in
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kidneys of PAC1ApoE’- and WT mice the glomerular area was smaller about 22% and
21% in comparison to Apdtmice. After both, SDor CED in kidney of PAC1/ApoE/
mice theglomeruliwere smallerrelated to diametetthan in ApoE mice.Regardinghe
relative percentage of connective tissaad hence a possible renal fibrosis/sclerasis
the kidneys we could not show @y difference between the types of nutritioor
genotypes After application of CEDApoE- mice showeda twofold higher density of
MOMA-2* macrophagesn the renal cortex thawT. PAC1/ApoE’- mice showedfour
times lessdensity ofF4/80" macrophagesn renal cortexhan ApoE- mice (control). In
ApoE- mice, application of CED resulted ira 2,5fold higher densityof F4/80°
macrophageshan SD The type of nutritioninfluenced thedensity of IE6* cellsin renal
cortex After CEDPACAP/ApoE’- mice showed a higher density ofL-6* cells in
glomeruli and tubulithan after SD After CED, in tubuli oApoE- mice density ofIL-6*
cellswas highethanafter SD

After CED, in tubuli of ApdEmice density of TNF cells was less than after SBiter
application of SDnithe tubular cells oPACAP/ApoE’- mice the density o NP * cells
was lesghan in ApoE mice.

Conclusion:Summed upPAC1/ApoE- micefed a CED show smaller glomeruli and a
reduced density of resident macrophages (F4/80) than Apwoifice (control) in renal
cortex. After CEDPACAP/ApoE’- mice showed significant higher density tf6* cells

in glomerular and tubular celthan after SD
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Anhang

7 Anhang
Normalfutter Mduse TiernummernmachGenotypen
ApoE- PACAP/ApoE- | PAC1/ApoE-
T599 FzH44 T145
FzH45 FzH95 T600
FzH46 FzH96 T427
FzH47 FzH51 T433
FzH41 FzH52 T595
FzH55 FzH54 T560
FzH323 FzH448 T601
FzH324 T603
FzH325

Tiernummern naclGenotypengeordnet, 20 WocheNFTiere

CholesterinfutterMause Tiernummern nacksenotypen

ApoE- PACAP/ApoE- | PAC1/ApoE" _
FzH493 FzH89 T471 T458
FzH540 FzH490 T472 T461
FzH542 FzH551 T474 T462
FzH543 FzH553 T475 T545
FzH544 FzH555 T484 FzH855
FzH545 FzH558 T485 FzH856
FzH980 FzH741 T489
M430 FzH742 T490
T491

Tiernummern naclGenotypengeordnet, 20 Wochen CElere

In den nachfolgenden Tabellen stehen d#@Nerte in einer Zeile in allen Zellen

derjenigen

Gruppen, die

Viergruppenvergleiche).

miteinander
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Gewicht
NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACI
ApoE- [/ApoE- |/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE-
Mittelwert 33,87 28,99 32,96 33,24 38,25 34,88 37,13
SEM 1,4 0,94 2,45 1,14 2,33 1,13 1,40
P-Werte T-Test 0,0252 0,0252
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,011 0,011 0,011 0,011
Faktor Knockout 0,967 0,967 0,967 0,967
FaktorFutter 0,689 0,689 0,689 0,689
Faktor Knockout 0,818 0,818 0,818 0,818
P-Werte HolmSidak 0,038 0,038
0,033 0,033
0,774 0,774
<0,001 <0,001

Tiergewicht in g, Mittelwert SEM=Standardfehlei-Test, ANOVA und HolB8idak. NF=Normalfutter,
CEDE€NholesterirEnriched et, DKO=Doppeknockout. Signifikante Unterschiede fett gedruckt

PlasmaCholesterin

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACT
ApoE- |/ApoE- |/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE"
Mittelwert 503,75 439,58 563,01 985,94 787,26 791,35 105,20
EM 50,37 39,17 50,7 121,24 127,06 53,99 18,86
P-Werte T-Test 0,001 0,001
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
FaktorFutter <0,001] <0,001 <0,001] <0,001
Faktor Knockout 0,167 0,167 0,167 0,167
Faktor Futter <0,001 <0,001] <0,001 <0,001
Faktor Knockout 0,346 0,346 0,346 0,346
P-Werte HolmSidak 0,623 0,623 0,145 0,145
<0,001 <0,001
0,014 0,014
0,545 0,545 0,069 0,069
0,029 0,029

PlasmaCholesterin in mg/dl, Mittelwert, SEM=Standardfehler -Test, ANOVA und HoiBidak.
NF=Normalfutter CEDEholesterinEnriched et, DKO=Doppefknockout. Signifikante Unterschiede fett
gedruckt.
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PlasmaTriglyceride

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACTI PACAP |PACT
ApoE- |/ApoE- |/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE-
Mittelwert 83,69| 105,14 107,61 94,92| 146,56 68,00 78,70
SEM 13,65 20,25 17,88 14,99 12,73 10,09 23,11
P-Werte T-Test 0,279 0,279
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,104 0,104 0,104 0,104
Faktor Knockout 0,027 0,027 0,027 0,027
Faktor Futter 0,301 0,301 0,301 0,301
FaktorKnockout 0,974 0,974 0,974 0,974
P-Werte HolmSidak 0,323 0,323 0,032 0,032
0,618 0,618
0,07 0,07

PlasmaTriglyceride in mg/dl, Mittelwert, SEM=StandardfehlerT-Test, ANOVA und HolBidak.

NF=Normalfutter CEDEholesterinEnriched et, DKO=Doppeknockout. Signifikante Unterschiede fett

gedruckt.

Anzahl Nierenkorperchen

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACT
ApoE- |/ApoE- |/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE"
Mittelwert 10,96 11,69 10,89 10,19 12,71 12,06 11,66
EM 0,28 0,34 0,27 0,25 0,27 0,3 0,34
P-Werte T-Test 0,132 0,132
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,872 0,872 0,872 0,872
Faktor Knockout 0,036 0,036 0,036 0,036
Faktor Futter 0,782 0,782 0,782 0,782
Faktor Knockout 0,217 0,217 0,217 0,217
P-Werte HolmSidak 0,491 0,491 0,022 0,022
0,448 0,448
0,352 0,352

Anzahl deNierenk&rperchen pro miy Mittelwert, SEM=Standardfehlel-Test, ANOVA und HolB8idak.

NF=Normalfutter CEDE€holesterinEnriched et, DKO=Doppefnockout. Signifikante Unterschiede fett

gedruckt.
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Flache Nierenkdrperchen

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACT
ApoE- |/ApoE- |/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE"
Mittelwert 6556,24| 5816,36| 5628,70 7043,33| 6576,28 5534,19 5795,37
EM 219 209,6| 224,32 214 181,3| 257,76 253,6
P-Werte T-Test 0,0413 0,0413
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,054 0,054 0,054 0,054
Faktor Knockout 0,061 0,061 0,061 0,061
Faktor Futter 0,598 0,598 0,598 0,598
Faktor Knockout 0,002 0,002 0,002 0,002
P-Werte Holm-Sidak 0,085 0,085 0,007 0,007
0,358 0,358
0,857 0,857

Flache der Nierenkorperchen in gnMittelwert, SEM=Standardfehlef-Test, ANOVA und HoiBidak.
NF=NormalfutterCED€holesterinEnriched et, DKO=DoppeKnockout. Signifikante Unterschiede fett

gedruckt.

Durchmesser Nierenkdrperchen

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACI
ApoE- |/ApoE- |/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE-
Mittelwert 91,50 87,44 82,39 92,51 93,38 83,94 85,35
EM 1,64 1,99 2,0 2,02 2,0 1,95 1,93
P-Werte T-Test 0,0806 0,0806
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,158 0,158 0,158 0,158
Faktor Knockout 0,511 0,511 0,511 0,511
FaktorFutter 0,648 0,648 0,648 0,648
Faktor Knockout 0,003 0,003 0,003 0,003
P-Werte HolmSidak 0,027 0,027 0,036 0,036
0,799 0,799
0,695 0,695

Durchmesser der Nierenkdrperchen in um, Mittelwe3EM=Standardfehlefi-Test, ANOVA und Holm

Sidak. NF=Normalfutter, CEDEholesterin Enriched [®t, DKO=Doppefnockout. Signifikante

Unterschiede fett gedruckt.
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Bindegewebanteil

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACT

ApoE- |/ApoE- |/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE"
Mittelwert 14,33 16,99 14,67 15,83 15,17 14,72 13,72
SEM 1,83 1,52 0,76 0,75 1,0 0,72 0,93
P-Werte T-Test 0,101 0,101
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit|
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,907 0,907 0,907 0,907
Faktor Knockout 0,478 0,478 0,478 0,478
Faktor Futter 0,507 0,507 0,507 0,507
Faktor Knockout 0,741 0,741 0,741 0,741

Bindegewebsanteil im Nierenkortex in %, MittelweB=M=Standardfehlei-Test, ANOVA und Holm
Sidak. NF=NormalfutteGED€holesterirEnriched et, DKO=Doppeknockout.

MOMA-2

NF NF NF CED CED CED

PACAP | PACIT PACAP | PACIT

ApoE- |/ApoE- |/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE-
Mittelwert 3,98 3,69 3,04 3,62 2,72 3,21 1,75
M 0,36 0,33 0,36 0,33 0,30 0,35 0,32
P-Werte T-Test 0,0201 0,0201
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,186 0,186 0,186 0,186
Faktor Knockout 0,36 0,36 0,36 0,36
Faktor Futter 0,8 0,8 0,8 0,8
Faktor Knockout 0,316 0,316 0,316 0,316

MOMA-2-positive Zellen pro mfAy Mittelwert, SEM=Standardfehlef-Test, ANOVA und HoiBidak.
NF=Normalfutter CEDEholesterinEnriched et, DKO=Doppeknockout. Signifikante Unterschiede fett
gedruckt.
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F4/80
NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PAC1
ApoE- |/ApoE- |/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE-
Mittelwert 0,79 0,90 0,74 2,03 1,65 0,50 0,52
EM 0,15 0,22 0,18 0,27 0,19 0,12 0,13
0,142 0,142
P-Werte T-TestMW (MW) (MW)
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mif
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,013 0,013 0,013 0,013
Faktor Knockout 0,71 0,71 0,71 0,71
Faktor Futter 0,152 0,152 0,152 0,152
Faktor Knockout 0,02 0,02 0,02 0,02
P-Werte HolmSidak 0,859 0,859 0,474 0,474
0,013 0,013
0,167 0,167
0,894 0,894 0,002 0,002

F4/80-positive Zellen pro méy Mittelwert, SEM=Standardfehlefl-Test, MW=MannWhitney Rank Sum
Test,ANOVA und Holmsidak. NF=NormalfutteGED€holesterinEnriched et, DKO=Doppefnockout.

Signifikante Unterschiede fett gedruckt.

Interleukin-6: Glomerular

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACT
ApoE- |/ApoE~ |[/ApoE~ |ApoE- |/ApoE- |/ApoE"
Mittelwert 102,49 75,57 115,46 141,43 150,80 124,74 105,80
FEM 14,34 17,22 17,56 16,57 11,43 14,40 18,71
P-Werte FTest 0,181 0,181
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter <0,001] <0,001 <0,001] <0,001
Faktor Knockout 0,562 0,562 0,562 0,562
Faktor Futter 0,141 0,141 0,141 0,141
Faktor Knockout 0,907 0,907 0,907 0,907
P-Werte HolmSidak 0,222 0,222 0,656 0,656
0,072 0,072
0,002 0,002

IL-6-positive Zellen in den Glomeruli pro mnMittelwert, SEM=Standardfehlgf-Test, ANOVA und Holm

Sidak. NF=Normalfutter, CEDE€holesterin Enriched [kt

Unterschiede fett gedruckt.
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Interleukin6: Tubular

NF NF NF CED CED CED
PACAP [PACT PACAP |PAC1
ApoE- |/ApoE- |/ApoE~ |ApoE- |/ApoE- |/ApoE"
Mittelwert 714,88 628,29 838,63 934,20 921,34 887,05/ 891,95
SEM 73,85 27,98 40,88 40,62 70,40 47,39 76,96
P-Werte FTest 0,612 0,612
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter <0,001] <0,001 <0,001] <0,001
Faktor Knockout 0,229 0,229 0,229 0,229
Faktor Futter 0,018 0,018 0,018 0,018
Faktor Knockout 0,476 0,476 0,476 0,476
P-Werte HolmSidak 0,122 0,122 0,885 0,885
0,019 0,019
<0,001 <0,001
0,121 0,121 0,522 0,522
0,526 0,526

IL-6-positive Zellen im Tubulussystem pro fnMittelwert, SEM=Standardfehle-Test, ANOVA und

HolmSidak. NF=NormalfutterCED€Eholesterin Enriched et, DKO=Doppefnockout. Signifikante

Unterschiede fett gedruckt.

Interleukin-6: Vaskular

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACI1

ApoE- |/ApoE- |/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE"
Mittelwert 11,57 9,24 17,42 9,55 12,67 10,78 13,47
EM 3,82 1,72 3,66 3,20 3,24 3,87 5,05
P-Werte FTest 0,505 0,505
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit]
ApoE- (Kontrolle)
FaktorFutter 0,971 0,971 0,971 0,971
Faktor Knockout 0,893 0,893 0,893 0,893
Faktor Futter 0,17 0,17 0,17 0,17
Faktor Knockout 0,466 0,466 0,466 0,466

Vaskular gelegene -B-positive Zellen pro mA Mittelwert, SEM=Standardfehle-Test, ANOVA und

HolmSidak. NF=NormalfutteGEDEholesterirEnriched Bet, DKO=Doppédfnockout.
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Interleukin6: Interstitiell

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACTI

ApoE- |/ApoE- |[/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE"
Mittelwert 25,72 22,88 20,78 33,61 39,12 22,86 21,80
EM 5,62 7,44 3,89 6,56 5,05 4,14 4,53
P-Werte FTest 0,193 0,193
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,061 0,061 0,061 0,061
Faktor Knockout 0,83 0,83 0,83 0,83
Faktor Futter 0,358 0,358 0,358 0,358
Faktor Knockout 0,153 0,153 0,153 0,153

IL-6-positive Zellen im Interstitium pro minMittelwert, SEM=Standardfehlei-Test, ANOVA und Holm
Sidak. NF=NormalfutteGED€holesterirEnriched et, DKO=Doppeknockout

¢bChY Df2YSNHzZ NNJ

NF NF NF CED CED CED
PACAP [PACT PACAP |PAC1
ApoE- |/ApoE- |[/ApoE~ |ApoE- |/ApoE- |/ApoE"
Mittelwert 123,27 80,61 86,07 117,92 73,66 90,62 82,78
EM 21,88 12,37 16,37 22,81 13,39 12,02 14,90
0,282 0,282
P-Werte FTest/MW (MW) (MW)
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE" (Kontrolle)
Faktor Futter 0,748 0,748 0,748 0,748
Faktor Knockout 0,03 0,03 0,03 0,03
Faktor Futter 0,983 0,983 0,983 0,983
Faktor Knockout 0,1 0,1 0,1 0,1
P-Werte HolmSidak 0,125 0,125 0,109 0,109
0,838 0,838
0,803 0,803

¢ b @bsitive Zellen in den Glomeruli pro MpMittelwert, SEM=Standardfehlef-Test, MW=Mann
Whitney Rank Sum TesANOVA und Holrsidak. NF=NormalfuttetCED€holesterinEnriched [et,

DKO=Doppeknockout. Signifikante Unterschiede fgedruckt.
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¢bChY ¢dzodzt NNJ

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACT
ApoE- | /ApoE- |/ApoE" |ApoE- |/ApoE" |/ApoE"
Mittelwert 644,60/ 527,32| 567,000 507,51 545,16 500,75 548,84
EM 34,87 31,13 46,14 23,53 18,87 35,57 49,95
P-Werte TTest 0,431 0,431
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,045 0,045 0,045 0,045
Faktor Knockout 0,172 0,172 0,172 0,172
Faktor Futter 0,008 0,008 0,008 0,008
Faktor Knockout 0,245 0,245 0,245 0,245
P-Werte HolmSidak 0,007 0,007 0,355 0,355
0,001 0,001
0,67 0,67
0,14 0,14 0,892 0,892
0,206 0,206

¢ b @bsitive Zellen im Tubulussystem pro mrivittelwert, SEM=Standardfehlei-Test, ANOVA und

HolmSidak. NF=NormalfutterCEDEholesterin Enriched [t, DKO=Doppédfnockout. Signifikante

Unterschiede fett gedruckt.

¢bChyY +I &1 dzf NNJ

NF NF NF CED CED CED
PACAP |PACT PACAP |PACT

ApoE- |/ApoE- |/ApoE- [ApoE- |/ApoE- |/ApoE-
Mittelwert 31,51 26,24 20,57 15,06 15,25 24,33 19,35
EM 9,42 8,35 4,56 5,65 5,73 4,64 7,37

0,755 0,755

P-Werte FTestMW (MW) (MW)
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE" (Kontrolle)
Faktor Futter 0,198 0,198 0,198 0,198
Faktor Knockout 0,343 0,343 0,343 0,343
Faktor Futter 0,351 0,351 0,351 0,351
Faktor Knockout 0,901 0,901 0,901 0,901

+1 a1l dzf NNJ 3 Pdsifva Zelle§ pra mACMittelwert, SEM=Standardfehlef-Test, MW=Mann
Whitney Rank Sum TesANOVA und Holrsidak. NF=NormalfuttetCED€holesterinEnriched [et,

DKO=DoppeKknockout.
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¢bChyY LYUGSNBGAGASE

NF NF NF CED CED CED

PACAP |PACT PACAP |PACT

ApoE- |/ApoE- |[/ApoE- |ApoE- |/ApoE- |/ApoE"
Mittelwert 20,74 11,97 19,52 15,43 12,12 20,08 20,82
EM 7,74 3,97 7,51 5,11 4,33 3,64 5,36
P-Werte FTest 0,487 0,487
P-Werte ANOVA:
Vergleiche der DKO mit
ApoE- (Kontrolle)
Faktor Futter 0,374 0,374 0,374 0,374
Faktor Knockout 0,661 0,661 0,661 0,661
Faktor Futter 0,705 0,705 0,705 0,705
Faktor Knockout 0,783 0,783 0,783 0,783

¢ b @bsitive Zellen im Interstitium pro minMittelwert, SEM=StandardfehleT-Test, ANOVA und Holm
Sidak NF=NormalfutterCED€holesterirEnriched et, DKO=Doppeknockout.

Korrelationenll-6 @& @ ¢ b Ch

NF gesamt (n=21)

Glom TNH Glom IL6 | TubTNF |VasdL6 |Vasc TNH Inter IL6 |Inter TNF

Glom IL6 | r= 0,167 0,277 0,161 0,321 -0,144 0,121 0,308
p= 0,468 0,224 0,485 0,155 0,534 0,601 0,174

Glom TNR r= 0,0748 0,395 0,21 0,568 0,254 0,258
p= 0,747, 10,0762 0,361/ 0,00725 0,266 0,259

Tub IL6 |r= 0,165 0,395 0,0967 0,251 0,414
p= 0,475 0,0767 0,677 0,273 0,0621

Tub TNF |r= 0,3 0,142 0,245 0,569
p= 0,187 0,539 0,285| 0,00707

Vasc IL6 |r= 0,358, 10,0887 0,287
p= 0,111 0,702 0,208

Vasc TNR r= 0,363 0,243
p= 0,106 0,289

Inter IL6 |r= 0,418
p= 0,0592

Korrelationen

Nierenkompartimenten,

Glom=glomerulér, Tub=tubulér,

r=Korrelationskoeffizient nach Pears@xSignifikanz
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NFApoE- (n=7)
Glom TNF Glom IL6 | TubTNF |VasdL6 |Vasc TNF Inter IL6 |Inter TNF
Glom IL6 | r= 0,281 0,29 -0,375 0,303 0,105 -0,105 -0,386
p= 0,541 0,528 0,407 0,509 0,823 0,823 0,393
Glom TNR r= 0,155 0,249 0,43 0,873 0,541 0,143
p= 0,74 0,59 0,336/ 0,0102 0,209 0,76
TubIL6 |r= 0,504 0,703 0,344 0,631 0,572
p= 0,249 0,0781 0,45 0,129 0,18
Tub TNF |r= 0,333 0,36 0,508 0,601
p= 0,466 0,427 0,245 0,153
Vasc IL6 |r= 0,692 0,428 0,616
p= 0,0849 0,338 0,141
Vasc TNR r= 0,572 0,573
p= 0,18 0,179
Inter IL6 |r= 0,465
p= 0,293

Korrelationen I16-L.J2 & A (i A @ S NJpositiyeR Zelteih @ér ApoE- Mause nach NF zwischen

Nierenkompartimenten,

r=Korrelationskoeffizient nach Pearson, p=Signifikanz

Glom=glomerular,

Tub=tubular,

Vasc=vaskular,

Inter=interstitiell;

NFPACAP/ApoE’ (n=7)
Glom TNFE Glom IL6 | TubTNF |VasdL6 |Vasc TNF Inter IL6 |Inter TNF
Glom IL6 | r= -0,0689 -0,421 0,302 0,588 -0,257 0,476 0,924
p= 0,883 0,347 0,51 0,165 0,579 0,28/ 0,0029
Glom TNR r= 0,4 0,174 0,431 -0,01| -0,0645 -0,199
p= 0,374 0,709 0,334 0,983 0,891 0,669
TubIL6 |r= -0,631 -0,586 0,425 0,473 -0,226
p= 0,129 0,167 0,342 0,283 0,626
Tub TNF |r= 0,688 -0,783 -0,466 0,105
p= 0,0873  0,0373 0,292 0,823
Vasc IL6 |r= -0,311 -0,298 0,292
p= 0,498 0,516 0,526
Vasc TNR r= 0,0758 -0,135
p= 0,872 0,774
Inter IL6 |r= 0,65
pP= 0,114

Korrelationen 1t6-LJ2 & A (i A @ S NibsitizgrRZellénbd@PACAP/ ApoE- Mause nach NF zwischen

Nierenkompartimenten, Glom=glomerular, Tub=tubular,  Vasc=vaskular, Inter=interstitiell;

r=Korrelationskoeffizient nach Pearson, p=Signifikanz
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NFPAC1/ApoE (n=7)
Glom TNFE Glom IL6 | TubTNF |VasdL6 |Vasc TNF Inter IL6 |Inter TNF
Glom IL6 | r= 0,121 0,181 0,298/ -0,0195 -0,567 -0,119 0,737
p= 0,797 0,697 0,517 0,967 0,185 0,8 0,0589
Glom TNR r= -0,216| 10,0828 -0,0939] 0,0786 -0,155 0,368
p= 0,643 0,86 0,841 0,867 0,739 0,417
TubIL6 |r= -0,0249 -0,506 -0,643 -0,428 0,248
p= 0,958 0,247 0,119 0,338 0,593
Tub TNF | r= 0,205 0,222 0,687 0,669
p= 0,659 0,632| 0,0883 0,1
Vasc IL6 |r= 0,736 0,0474 -0,272
p= 0,0592 0,92 0,555
Vasc TNH r= 0,327 -0,463
p= 0,473 0,296
Inter IL6 |r= 0,281
p= 0,542

Korrelationen 16-LJ2 & A (i A @ S NdositizgrRZellénbdePAC1/ApoE- Mause nach NF zwischen

Nierenkompartimenten,

r=Korrelationskoeffizient nach Pearson, p=Signifikanz

Glom=glomerular,

Tub=tubular,

Vasc=vaskular,

Inter=interstitiell;

CED gesamt (n=31)
Glom TNFE Tub IL6 |Tub TNF |Vasc IL6 |Vasc TNF Inter IL6 |Inter TNF
Glom IL6 |r = 0,0828 0,42 0,144 0,081 0,237 0,393| -0,0441
p= 0,658, 0,0186 0,439 0,665 0,199| 0,0289 0,814
Glom TNRr = 0,222 0,151 0,352 0,584, 0,0904 0,295
p= 0,231 0,416/ 0,0518 0,000567 0,629 0,107
Tub IL6 = 0,249 0,175 0,275 0,415 0,154
p= 0,176 0,346 0,134, 0,0202 0,407
TubTNF |r= 0,266 0,193 0,23 0,339
p= 0,148 0,298 0,212 0,0618
Vasc IL6 |r= 0,378 0,243 0,206
p= 0,0361 0,188 0,266
Vasc TNHr = -0,124 0,29
pP= 0,507 0,114
Inter IL6 |r = -0,0176
= 0,925

Korrelationen I6-LJ2 & A ( A @ S NJposiiyeR Zelleb allér Genotypen nach CED zwischen

Nierenkompartimenten, Glom=glomerular, Tub=tubuldr,  Vasc=vaskular, Inter=interstitiell;

r=Korrelationskoeffizient nach Pearson, p=Signifikanz
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Anhang

CEDApoE" (n=8
Glom TNRE Tub IL6 |Tub TNF |Vasc IL6 |Vasc TNF Inter IL6 |Inter TNF
Glom IL6 |r = -0,0428 0,792 0,444| 0,0559 0,318 0,341 0,349
p= 0,92 0,0191 0,271 0,895 0,443 0,408 0,397
Glom TNRr = 0,327 -0,0542 0,771 0,701 0,132 0,481
p= 0,429 0,899 0,025 0,0528 0,755 0,227
Tub IL6 = 0,457 0,404 0,295 0,521 0,184
p= 0,255 0,32 0,478 0,185 0,663
Tub TNF |r= -0,122 -0,26| 0,0656 0,323
p= 0,773 0,534 0,877 0,435
Vasc IL6 |r = 0,422 0,642 10,0848
p= 0,298 0,0862 0,842
Vasc TNHr = 0,019 0,609
p= 0,964 0,109
Inter IL6 |r= -0,349
p= 0,397

Korrelationen 116-LJ2 & A ( A @ S NJpogitiveR Zellerb @er ApoE- Mause nach CED zwischen

Nierenkompartimenten,

Glom=glomerular,

r=Korrelationskoeffizient nach Pearson, p=Signifikanz

Tub=tubular,

Vasc=vaskular,

Inter=interstitiell;

CELPACAP/ApOE" (n=8)

Glom TNH Tub IL6 |Tub TNF |Vasc IL6 | Vasc TNHR Inter IL6 |Inter TNF

Glom IL6 |r= 0,26 0,791 0,234 0,223 0,325 0,409 0,62
p= 0,535 0,0195 0,577 0,596 0,432 0,315 0,101

Glom TNF|r = 0,00786  -0,107 0,656 0,815 -0,124 0,368
p= 0,985 0,8/ 0,0773 0,0137 0,77 0,37

TubIL6 |r= 0,245 -0,105| 0,0665 0,588 0,721
p= 0,559 0,804 0,876 0,125 0,0437

Tub TNF = 0,128 -0,0924 0,716 0,315
p= 0,764 0,828 0,0459 0,447

VascIL6 |r= 0,825 -0,385 -0,127
p= 0,0117 0,347 0,764

Vasc TNF |r = -0,274 0,136
p= 0,511 0,749

Inter IL6 |r= 0,693
p= 0,0568

Korrelationen t6-LJ2 & A G A @ S Mbsitizgr Zellen d€PACAP/ ApoE- Méause nach CEDzwischen

Nierenkompartimenten,

Glom=glomerular,

Tub=tubular,

Vasc=vaskular,

r=Korrelationskoeffizient nach Pearson, p=Signifik&ignifikante Ergebnisse fett gedruckt.
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Inter=interstitiell;




Anhang

CEDPAC1/ApoE" (n=9)
Glom TNR Tub IL6 |Tub TNF |Vasc IL6 |Vasc TNH Inter IL6 |Inter TNF
Glom IL6 |r = 0,162 -0,141) 0,0682 0,259 0,231 -0,0739 -0,267
p= 0,677 0,717 0,862 0,502 0,55 0,85 0,488
Glom TNRr = 0,389 0,333 -0,267 0,927 0,144| 0,0822
p= 0,301 0,381 0,487| 0,000325 0,711 0,833
TubIL6 |r= 0,185 0,203 0,494 0,181 0,279
p= 0,633 0,601 0,176 0,641 0,468
Tub TNF |r= -0,101 0,407 0,26 0,478
p= 0,796 0,277 0,499 0,194
Vasc IL6 |r = -0,18 0,613 0,403
p= 0,643 0,079 0,282
Vasc TNHr = 0,0426| -0,0592
p= 0,913 0,88
Inter IL6 |r = 0,712
= 0,0314

Korrelationen It6-LJ2 & A (1 A @ S NabsitizgrRZellénbd@PAC1/ApoE - Méause nach CEDzwischen

Nierenkompartimenten,

Glom=glomerular,

Tub=tubular,

Vasc=vaskular,

r=Korrelationskoeffizient nach Pearson, p=Signifik&ngnifikante Ergebnisse fett gedruckt.

Inter=interstitiell;

CEDNT (n=6)
Glom TNR Tub IL6 |Tub TNF |Vasc IL6 | Vasc TNH Inter IL6 |Inter TNF
Glom IL6 |r = 0,107 0,448 0,0695 -0,126 0,509 0,703 -0,462
p= 0,84 0,373 0,896 0,813 0,302 0,12 0,356
Glom TNRr = 0,291 0,852 0,721 0,233 0,416 0,174
p= 0,575/ 0,0311 0,106 0,657 0,412 0,742
Tub IL6 = 0,312 0,368 0,536 0,43 -0,573
p= 0,548 0,473 0,273 0,395 0,235
Tub TNF |r= 0,93 0,612 0,13 0,476
p= 0,00724 0,196 0,807 0,339
Vasc IL6 |r= 0,614, 0,0477 0,497
p= 0,195 0,928 0,316
Vasc TNHr = 0,171 0,207
p= 0,746 0,693
Inter IL6 |r = -0,504
p= 0,308

Korrelationen It6-L.J2 & A ( A @ S NJposiiyeR Zelleb @er WT Mause nach CED zwischen

Nierenkompartimenten, Glom=glomerular, Tub=tubular,  Vasc=vaskular, Inter=interstitiell;

r=Korrelationskoeffizient nach Pearson, p=Signifikanz
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