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1. Arbeitsanteil an Publikationen 

 
1.1 Publikation I 
Der Doktorand Jonathan Eberhard war in der Publikation „Oxalate-induced chronic 

kidney disease with ist uremic and cardiovascular complications in C57Bl/6 mice“ an 

der Entwicklung und dem Design der Studie beteiligt und führte in Zusammenarbeit 

mit den Kooperationspartnern folgende Experimente eigenständig durch:  

1. Planung und Durchführung/Organisation der Tierhaltung und Sammlung der 

Gewebeproben (Blut, Urin, Nierengewebe für RNA und Histologie); Messungen 

von Blut-/Urinproben wurden hauptsächlich durch die Kooperationspartner 

durchgeführt (German Mouse Clinic des Helmholtz-Zentrum München) 

2. Analyse der meisten Blut-/Urinmessungen 

3. Durchführung und Analyse sämtlicher RT-PCR-Messungen 

4. Durchführung einiger Histologie-Analysen (Kalziumoxalat, F4/80, Masson 

Trichrom, Silber, Collagen 1) 

5. Durchführung und Analyse der GFR-Messungen 

6. Erstellung von Teilen des Manuskripts  

7. Revision von Teilen des Manuskripts 

An folgenden Experimenten war Jonathan Eberhard NICHT direkt beteiligt: Histologie 

mit Lotus tetragonolubus lectin, Histologie der kardialen Fibrose, FGF23/PTH-

Messungen, Blutdruckmessungen, Bildgebung mittels MRT 
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1.2 Publikation II 
Im Rahmen der Publikation „Hyperoxaluria requires TNF receptors to initiate crystal 

adhesion and kidney stone disease“ war Jonathan Eberhard gemeinsam mit Shrikant 

R. Mulay maßgeblich an der Entwicklung und dem Design der Studie beteiligt. An der 

Durchführung folgender Experimente war Jonathan Eberhard NICHT direkt beteiligt: 

1. Messungen von Kalzium/Oxalat-Konzentrationen im Urin 

2. CT-Scans der Mäuse 

3. X-Ray diffraction Analyse 

4. Histologie der menschlichen TNFR Proben 

Alle übrigen Experimente wurden größtenteils durch Jonathan Eberhard geplant, 

durchgeführt und analysiert. Ein Großteil des Manuskripts wurde von Shrikant R. 

Mulay erstellt ca. 70%), Jonathan Eberhard hatte hierbei einen geringeren Anteil (ca. 

30%). Eine Revision des Manuskripts erfolgte durch beide Hauptautoren in gleichen 

Anteilen. 
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2. Einleitung 
 
2.1  Oxalat-Nephropathie  
 

2.1.1 Oxalat-Stoffwechsel  
 
Oxalsäure ist die einfachste Dicarbonsäure1. Als Oxalat bezeichnet man die 

dissoziierte Form der Oxalsäure, die Komplexe mit Ionen bildet (u.a. mit Kalzium). 

Oxalsäure ist vor allem in Pflanzen enthalten, darunter Spinat, Rhabarber, Kakao und 

Rote Beete, und gelangt somit über die Nahrung in den menschlichen Körper. Nur ein 

kleiner Teil der oral aufgenommenen Oxalsäure (ca. 10%) gelangt über den Darm in 

den Blutkreislauf, der Großteil wird über die Fäzes ausgeschieden und von speziellen 

Darmbakterien verstoffwechselt2-5.  

Ein weitaus größerer Teil – ca. 90% - der im Blutkreislauf zirkulierenden Oxalsäure fällt 

in der Leber als Stoffwechselabbauprodukt an. Zu den Ausgangsprodukten der 

Metabolisierung zählen u.a. Aminosäuren wie Glycin, Serin und Hydroxyprolin oder 

auch exogen zugeführte Stoffe wie Ethylenglykol und Vitamin C6, 7. 

Überschüssige Oxalsäure bzw. dessen Salze (Oxalate) werden fast ausschließlich 

über die Niere durch glomeruläre Filtration, aber auch aktive Sekretion ausgeschieden, 

außerdem in geringem Ausmaß über intestinale Sekretion. 

Verantwortlich für die aktive Absorption und Sekretion der Oxalsäure sind spezifische 

Transporter (Sodium Linked Carrier – SLC), welche in den verschiedenen Geweben 

(Hepatozyten, proximale Tubuluszellen, Magen, Duodenum, Ileum, Kolon) exprimiert 

werden8-10.  

Ein kleiner Anteil (ca. 10%) der hepatisch anfallenden Oxalat-Mengen gelangt durch 

biliäre Sekretion wieder in den Darm und wird dort ausgeschieden2. 

Da die Oxalsäure und ihre Salze in höheren Konzentrationen toxisch für den 

menschlichen Organismus sind, ist eine funktionierende Oxalsäure-Homöostase 

durch die Niere unabdingbar11,12.  
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2.1.2 Primäre und sekundäre Hyperoxalurien 
 
Die Oxalat-Konzentration im Plasma beträgt beim Gesunden weniger als  

2,5 µmol/l, bei Patienten mit primärer Hyperoxalurie und schon eingeschränkter 

Nierenfunktion (GFR <30ml/min/1,73m2) sind Werte >20 µmol/l charakteristisch. Bei 

Gesunden beträgt die Urin-Oxalatkonzentration <0,45mmol/1,73m2/24h. Werte über 

1mmol/1,73m2/24h werden als Hyperoxalurie bezeichnet. Als Krankheitsbild 

unterscheidet man zwischen primären und sekundären Hyperoxalurien13-15.  

 

Primäre Hyperoxalurien (PH) sind seltene Erbkrankheiten mit autosomal-rezessivem 

Erbgang, bei denen es aufgrund von Mutationen in hepatozytären Leberenzymen zu 

einem erhöhten Anfall von Oxalat in der Leber kommt16. Am häufigsten (80% Anteil an 

der Gesamtprävalenz) und folgenschwersten ist hierbei die PH Typ 1, bei dem ein 

Defekt des leberspezifischen peroxismalen Enzyms Alanin-Glyoxylat-

Aminotransferase (AGT) vorliegt. Bisher sind 178 verschiedene Mutationen 

beschrieben. Es gibt eine gewisse Heterogenität hinsichtlich des Phänotyps der 

Erkrankung (Schwere und Manifestationsalter)17-19.   

Bei der PH Typ 2 (10% Anteil an der Gesamtprävalenz) liegt eine Mutation des Gens 

vor, welches für die Glyoxylat-Reduktase/Hydroxypyruvat-Reduktase (GRHPR) 

kodiert. Dieses Enzym kommt in vielen Geweben vor, primär jedoch im Cytosol der 

Hepatozyten. Es wandelt Glyoxylat in Glycolat und Hydroxypyruvat in D-Glycerat um. 

Sowohl bei Typ 1 also auch bei 2 fällt also vermehrt Glyoxylat an, welches durch die 

Laktatdehydrogenase zu Oxalat umgewandelt wird20, 21.  

Die primäre Hyperoxalurie Typ 3 hat wie Typ 2 einen Anteil von 10% an der 

Gesamtprävalenz und ist die mildeste der 3 Formen. Verantwortlich ist ein defektes 

Gen auf Chromosom 9, das für das mitochondriale leberspezifische Enzym 4-Hydroxy-

2-Oxoglutarat-Aldolase (HOGA) kodiert. HOGA ist ein Schlüsselenzym des 

Hydroxyprolin-Abbaus und wandelt 4-Hydroxy-2-Oxoglutarat in Pyruvat und Glyoxylat 

um. Durch einen Enzymdefekt müsste in der Schlussfolgerung eigentlich weniger 

Glyoxylat und in der Folge weniger Oxalat anfallen, warum es dennoch zu einem 

erhöhten Anfall von Oxalat kommt ist noch nicht geklärt. Bei der PH Typ 3 sind bis jetzt 

19 verschiedene Mutationen bekannt22, 23. 
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Davon abzugrenzen sind die sekundären Hyperoxalurien, welche durch vermehrte 

exogene Zuführung von Oxalat bzw. Oxalat-Vorstufen hervorgerufen werden3.  

Dies kann durch erhöhte Zufuhr von Oxalat-haltigen Lebensmitteln geschehen oder 

aber über die vermehrte Zufuhr von Oxalat-Vorstufen, welche in der Leber zu Oxalat 

verstoffwechselt werden, wie exzessiv zugeführtes Vitamin C oder Ethylenglycol5, 24-27.   

Darüber hinaus kann eine veränderte bakterielle Darmflora die Ursache einer 

sekundären Hyperoxalurie sein, da das Bakterium Oxalobacter formigenes Oxalat als 

Energiequelle benötigt und somit die Menge des im Darm für die Resorption zu 

Verfügung stehenden Oxalats verringern kann28-30.  

Außerdem kann eine Fett-Malabsorption zu einer erhöhten intestinalen Oxalat-

Aufnahme führen, da die Permeabilität für Oxalat erleichtert wird und außerdem 

Fettsäuren mit Kalzium Komplexe bilden und somit weniger Kalzium für die Oxalat-

Komplexierung zur Verfügung steht (komplexierte Oxalsäure kann das Darmepithel 

nicht überwinden)4, 31-34.  

Eine weitere wichtige Rolle scheinen verschiedene epitheliale intestinale Oxalat-

Transporter zu spielen, die je nach Kompartiment zum einen für die Resorption, vor 

allem aber auch für die Exkretion von Oxalat verantwortlich sind8, 9, 34, 35.  

 

Das vermehrt anfallende Oxalat wird primär über die Niere durch freie glomeruläre 

Filtration und aktive tubuläre Sekretion ausgeschieden. Die hohen Oxalat-

Konzentrationen im Urin zusammen mit der physiologisch bedingten 

Urinkonzentrierung fördern das Ausfallen von Kristallkomplexen im Urin sobald deren 

Sättigungswert erreicht ist. Daraus resultiert der erhöhte Anfall von vor allem 

Kalziumoxalat-Kristallen in der Niere, was zu diffusen Kristallablagerungen in den 

Nierentubuli und im Niereninterstitium (Nephrokalzinose) sowie zur Bildung von 

Nieren- und Harnsteinen (Nephro-/Urolithiasis) führen kann36-38. 

Im weiteren Verlauf resultiert eine progrediente Verschlechterung der Nierenfunktion 

(CKD) und bei einem Großteil der Patienten ein terminales Nierenversagen (ESRD)39. 

Ab einer GFR von 30-40ml/min pro 1,73m2 kommt es zu einer zunehmenden 

Hyperoxalämie und in Folge dessen zu einer systemischen Oxalose mit Oxalat-

Ablagerungen in Blutgefäßen, Myokard, Knochen und Knochenmark mit daraus 

resultierender Kardiomyopathie, Retinopathie, Anämie und erhöhter Anfälligkeit für 

Knochenbrüche11, 40, 41.  
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Bei jeder Nephro-/Urolithiasis im Kindesalter und bei rezidivierenden Steinleiden im 

Erwachsenenalter sollte eine weiterführende Diagnostik hinsichtlich einer 

Hyperoxalurie erfolgen. Bildgebende Verfahren der Wahl zur Diagnose von 

Harnsteinen und Kristallablagerungen in der Niere sind Sonographie und 

Computertomographie (CT).  

Jegliches Vorkommen von Kalziumoxalat-Kristallen in Urin und Plasma können auf 

eine Hyperoxalurie hinweisen. Oxalat-Konzentrationen im Urin von über 1 

mmol/24h/1,73m2 sind charakteristisch für die primäre Form, können aber auch bei 

der sekundären Form auftreten. Werte über 2 mmol/24h/1,37m2 bei der primären Form 

kommen vor. Oxalat-Konzentrationen im Plasma bleiben bis zu einem gewissen CKD-

Stadium (GFR <30 ml/min/1,37m2) unauffällig, weshalb deren Messung auch erst ab 

diesem Zeitpunkt sinnvoll erscheint. Plasma-Werte über 80 µmol/l sprechen stark für 

eine primäre Hyperoxalurie, während erhöhte Konzentrationen bis 80µmol/l auch 

durch anderweitige Niereninsuffizienz auftreten können14, 15, 19, 42.  

Eine weiterführende Steinanalyse kann Aufschluss über das Vorliegen einer primären 

oder sekundären Hyperoxalurie-Form geben43.  Zudem kann mittels Gen-Analyse eine 

endgültige Sicherung der Diagnose bei bestehendem Verdacht einer PH erfolgen19, 21.  

 

Bei Vorliegen einer Hyperoxalurie sollte zunächst umgehend eine konservative 

Behandlung eingeleitet werden. Dazu zählt als erstes die ausreichende 

Flüssigkeitszufuhr von mindestens 2 bis 3 l/d damit eine überschießende lithogene 

Urinkonzentrierung ausbleibt44. Zudem sollte eine Harnalkalisierung mit Kalium- bzw. 

Natriumcitrat (Ziel pH: 6,2-6,8) vorgenommen werden, da saurer Urin die Bildung von 

Kalziumoxalat-Kristallen begünstigt45, 46. Als spezifische Therapie der PH Typ 1 kommt 

dem AGT-Coenzym Pyridoxal eine entscheidende Rolle zu47. Die Therapie mit 

Probiotica (Oxalobacter form.) hatte in klinischen Studien keinen Einfluss auf die 

Oxalat-Konzentrationen im Urin48.  

Als neueste Entdeckung in der Therapie der PH Typ 1 zählt Lumasiran, ein RNA-

interferierendes Medikament, welches über die Degradierung von mRNA, welche für 

das Enzym Glycolat-Oxidase kodiert, das Anfallen von Oxalat verringert49. 

Bei terminaler Niereninsuffizienz oder erhöhten Plasmaoxalat-Konzentrationen ist die 

Einleitung einer Dialysebehandlung notwendig50. Bei primären Formen der 

Hyperoxalurie ist die frühzeitige Nierentransplantation bzw. kombinierte 

Leber/Nierentransplantation eine Therapieoption51, 52.  
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2.1.3 Pathophysiologie der Oxalat-Nephropathie 
 
Wie oben schon genauer beschrieben gibt es unterschiedliche Formen der 

Hyperoxalurie, welche sowohl unterschiedliche Ausprägungen hinsichtlich der 

klinischen Präsentation als auch Unterschiede im pathophysiologischen 

Zusammenhang aufweisen.  

Grundsätzlich lassen sich drei unterschiedliche Formen der Nierenschädigung durch 

Kalziumoxalat-Kristalle unterscheiden: Schädigung durch Obstruktion, durch 

Inflammation und durch die direkte Zelltod-Induktion53.  

 

Kalziumoxalat-Steine sind im Rahmen einer Urolithiasis mit 70% am häufigsten. Unter 

entsprechenden Bedingungen kann ein lokales Ausfallen von Kalziumoxalat-Kristallen 

in den Nierentubuli und in der Folge weiterem Wachstum zu größeren 

Kristallkomplexen zu einer lokalen mechanischen Obstruktion von einzelnen Tubuli 

führen. Größere Kristallkomplexe können sich im Verlauf zu Nierensteinen 

zusammenlagern und im weiteren Verlauf durch Obstruktion der abführenden 

Harnwege mit konsekutivem Harnrückstau zu einem akuten postrenalen 

Nierenversagen führen54, 55. Patienten mit Nephro-/Urolithiasis scheinen zudem ein 

erhöhtes Risiko für die Entwicklung einer CKD zu haben56. Der Ort der Entstehung von 

größeren Kalziumoxalat-Steinen bilden vorwiegend sog. Randall-Plaques an den 

Nierenkelchen. An der Basis eines Nidus aus Kalziumphosphat im Interstitium der 

Henle-Schleife nahe der Nierenkelche lagern sich Kalziumoxalat-Kristalle zu größeren 

Komplexen zusammen und bilden so größere Nierensteine57. 

 

In den letzten Jahren erlangte man ein immer weitreichenderes Verständnis der durch 

Kalziumoxalat-Kristalle hervorgerufenen entzündlichen Prozesse. Durch Interaktion 

der Kristalle mit dem Tubulusepithel und Aufnahme in die Zellen werden 

unterschiedliche Signalkaskaden induziert. Geringe Mengen von Kalziumoxalat-

Kristallen können so auch bei Gesunden eliminiert werden. Bei anhaltendem Anfall im 

Rahmen der unter 2.1.2 genannten Erkrankungen können so dauerhaft entzündliche 

Prozesse angetrieben werden und zu einer akuten und chronischen Nierenschädigung 

führen. 
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Hierbei wurden in den letzten Jahren einige neue Mechanismen entdeckt, u.a. die 

Aktivierung von Toll-Like-Rezeptoren und infolgedessen der pro-entzündlichen  

NFk-B-Kaskade, aber auch die Rolle des NLRP3-Inflammasoms58, 59. Das NLRP3-

Inflammasom ist ein zytoplasmatischer Proteinkomplex, welcher hauptsächlich in 

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten vorkommt und durch PAMPs 

(Bestandteile pathogener Erreger wie Lipopolysaccharide von Bakterienzellwänden) 

aber auch durch DAMPs (zelluläre Bestandteile, welche z.B. beim Absterben von 

Zellen freigesetzt werden) aktiviert wird. Hierbei wird das Enzym Caspase-1 aktiviert, 

welches pro-IL1-beta in das Zytokin IL1-beta spaltet. Das im Verlauf durch die 

Abwehrzellen sezernierte IL1-beta bewirkt über den auf allen Zellen ubiquitär 

exprimierten IL-1-Rezeptor eine systemische Entzündungsreaktion durch z.B. 

Aktivierung von Akut-Phase-Proteinen, Freisetzung von neutrophilen Granulozyten 

und Thrombozyten aus dem Knochenmark und vermehrten Prostaglandin-E2-

Synthese60. Im Tiermodel zeigen NLRP3-Knockout-Mäuse ein deutlich verbessertes 

Überleben und verbesserte Nierenfunktion im Vergleich zu WT Mäusen61. 

 

Darüber hinaus konnte in Studien gezeigt werden, dass Kalziumoxalat-Kristalle über 

regulierte Zelltod-Programme eine direkte Zelltoxizität besitzen.  

Neben entzündlichen Signalkaskaden haben Kalziumoxalat-Kristalle auch das 

Potenzial zur direkten Zellschädigung. Ein hierbei erst in den letzten Jahren 

zunehmend erforschter Prozess ist der programmierte Zelltod, welcher durch 

verschiedene Kristallarten, u.a. eben auch Kalziumoxalat-Kristalle, induziert werden 

kann. Über die Aktivierung von TNF-Rezeptoren wird der intrazelluläre TNF-Rezeptor-

Ligand RIP-Kinase-1 aktiviert, welcher in der Folge RIP-Kinase-3 sowie MLKL aktiviert. 

Dieser Komplex induziert letzten Endes den programmierten Zelltod, in diesem Falle 

auch Nekroptose genannt und führt dadurch zur Freisetzung von DAMPs, welche 

wiederum weitere entzündliche Prozesse antreiben 53, 62, 63. 

 
 
2.1.4 Mechanismen der intratubulären Kristallbildung und Interaktion der 

Kristalle mit dem Tubulusepithel 
 

Lösungsprozesse sind Gleichgewichtsreaktionen. Die Überschreitung des 

spezifischen Löslichkeitsproduktes für Kalziumoxalat ist Voraussetzung für das 
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Ausfallen von Kristallen im Harn64. Dieses spezifische Löslichkeitsprodukt lässt sich 

für unterschiedliche Lösungen wie beispielsweise den Harn berechnen65, 66. 

Entscheidend ist hierbei, dass es sich in der Praxis bei Harn um kein statisches System, 

sondern um eine Lösung im Fluss unter dem Einfluss verschiedenster Faktoren 

handelt. Je höher die Konzentrationen von Kalzium und Oxalat im Harn (z.B. im 

Rahmen einer Dehydratation) und je langsamer die Passage des Harns in der Niere 

desto leichter können sich Kristalle im Tubulussystem bilden44. Zudem hat der pH des 

Harns Einfluss auf die Kristallbildung. Je niedriger der pH desto leichter fallen 

Kalziumoxalat-Kristalle aus67. 

Einzelne Kristalle lagern sich über mehrere Schritte zusammen zu einem sogenannten 

Nukleus, welcher durch Anlagerung weiterer Kristalle zu größeren Kristallaggregaten 

anwächst68. Diverse Studien haben sich in der Vergangenheit mit der 

Zusammensetzung der Kristallmatrix (organisch/anorganisch Material) und deren 

Einfluss auf Förderung/Hemmung des Kristallisationsprozesse befasst.  

Verschiedenste spezifische Modulatoren in Form von Lipiden, Glycosaminoglycanen 

und diversen Proteinen (Tamm-Horsfall-Protein, Osteopontin, Hyaluron, Annexin II, 

CD 44 u.a.) scheinen auf diesen Prozess einen hemmenden bzw. fördernden Effekt 

zu haben69, 70, 71. 

Für die Entstehung von größerer Kalziumoxalat-Ablagerungen im Sinne einer 

Nephrokalzinose scheint jedoch mehr notwendig zu sein als die simple Bildung von 

Kristallkomplexen aufgrund von Übersättigung und Ausfallen im Harn mit konsekutiver 

Obstruktion der Tubuli. Ein entscheidender Faktor bildet die Interaktion von Kristallen 

mit dem apikalen Tubulusepithel72, 73. Studien konnten zeigen, dass sich Kristalle vor 

allem an geschädigten bzw. regenerierenden/proliferierenden Tubuluszellen anlagern 

und so Kristallwachstum begünstigen sowie zur Endozytose von Kristallkomplexen 

beitragen74, 75. An konfluenten und intakten Epithelien lagern sich keine Kristalle an. 

Zudem scheinen verschiedene Epithelien unterschiedlich anfällig für Kristalladhäsion 

zu sein. An Orten mit hoher Wahrscheinlichkeit einer Kristallbildung scheinen die 

Zellen dementsprechend weniger anfällig (distaler Tubulus, Sammelrohr), wohingegen 

an Orten mit geringer Wahrscheinlichkeit eine größere Anfälligkeit besteht (proximaler 

Tubulus)76. Ein Grund ist neben der Zusammensetzung des Harns die 

unterschiedliche Beschaffenheit der Epithelien. Im Falle von Schädigungen des 

Tubulusepithels kommt es zur Präsentation von verschiedenen Molekülen 
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(Kristalladhäsionsmoleküle), die eine Anlagerung der Kristalle an das Epithelium 

fördern (CD44, Annexin II u.a.)77, 78, 79. 

Verschiedenste pathologische Prozesse können zu einem Tubulusschaden und 

konsekutiv zu einer Exposition des Tubulusepithels mit Kristallen führen. Dazu zählen 

prinzipiell jegliche Formen von akuten Nierenschädigungen mit begleitender 

Tubulusschädigung. Auch Kristalle selbst können wie oben schon beschrieben eine 

direkte Zellschädigung hervorrufen und in deren Folge entzündliche Signalkaskaden 

in Gang setzen, die zu einer weiteren Schädigung führen53, 80.  

Erst durch die Anlagerung von Kristallen an das Tubulusepithel ist eine Aufnahme in 

die Zelle und ins Interstitium möglich. Die Aufnahme erfolgt in Form von Endozytose 

und in der Zelle durch lysosomale Prozessierung der Kristallkomplexe75. Im Rahmen 

dessen kommt es zur Aktivierung von Entzündungszellen und entzündlichen  

Prozessen (s.o.), welche zur Entstehung einer Nephrokalzinose und progredienten 

Nierenschädigung und Nierenfunktionseinschränkung beitragen.  

Darüber hinaus beschäftigten sich in der Vergangenheit mehrere Studien mit sog. 

Randall-Plaques als Ort der Bildung und des Wachstums von Nierensteinen. Hierbei 

bilden sich im Interstitium der Henle-Schleife nahe der Nierenkelche Kalziumphosphat-

Ablagerungen, welche den Bildungsort größerer Kalziumoxalat-Steine  

darstellen57, 81, 82, 83. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass zur Kristallbildung und Kristallretention 

im Nierengewebe verschiedene Faktoren notwendig sind, wobei der Interaktion der 

Kristalle mit dem Tubulusepithel eine entscheidende Rolle zukommt. 
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2.2. Ziele der Studie/Doktorarbeit 
 
Die erste unten aufgeführte Studie beschäftigt sich mit der Charakterisierung eines 

Mausmodells der Kalziumoxalat-Nephropathie und chronischen Niereninsuffizienz mit 

den typischen urämischen und kardiovaskulären Komplikationen.  

Die zweite Studie untersucht auf Basis dieses Mausmodells den Einfluss von TNF-

Rezeptoren und deren Signalkaskaden auf die Expression spezifischer Kalziumoxalat-

Kristalladhäsionsmoleküle in renalen Tubuluszellen. 

 
2.2.1. „Oxalate-induced chronic kidney disease with its uremic and 

cardiovascular complications in C57BL/6 mice” 
 

Zur weiteren Erforschung von Nierenerkrankungen, im speziellen der chronischen 

Niereninsuffizienz (CKD), sind geeignete Tiermodelle notwendig. In der Vergangenheit 

wurden hierfür in der Maus bzw. Ratte verschiedene Modelle eingesetzt, darunter 

chirurgische Modelle wie die unilaterale Uretherobstruktion und die 5/6-Nephrektomie 

aber auch Modelle, die über die Aufnahme von speziellen Stoffen wie Adenin, 

Aristolochiasäuren oder Folsäure Nierenschädigungen hervorrufen. Neben einigen 

Modell-spezifischen Vorteilen zeigen sich nach genauerer Betrachtung jedoch auch 

beträchtliche Mängel dieser Modelle, beispielsweise die Notwendigkeit einer 

chirurgischen Intervention mit Anästhesie, das Ausbleiben einer relevanten 

Verschlechterung der Nierenfunktion gemessen an der GFR oder das Fehlen von 

typischen CKD-Komplikationen wie Hyperparathyreodismus, metabolische Azidose, 

Anämie oder arterieller Hypertonus84, 85. 

Ein ideales Tier-/ bzw. Mausmodell der chronischen Niereninsuffizienz sollte folgende 

Punkte erfüllen: 

- Induktion in gängigen Rassen (z.B. C57BL/6-Mäuse) mit gleichermaßen 

auftretendem Nierenschaden in männlichen und weiblichen Tieren  

- Induktion einer auch im weiteren Verlauf stabilen chronischen 

Nierenschädigung mit Reduktion der GFR 

- Induktion in überschaubarem Zeitrahmen (Einsparen von Kosten und Wartezeit) 

- Induktion ohne chirurgische Intervention um den Einfluss von Stress und 

Medikamenten auf die Tiere zu minimieren 
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- Verfügbarkeit von ausreichendem Nierengewebe für die weitere Untersuchung 

(Histologie, Genexpression, Bildgebung u.a.) 

- Induktion von typischen CKD-Komplikationen wie z.B. normochrome Anämie, 

Hyperparathyreodismus, Hyperkaliämie, metabolische Azidose und arterieller 

Hypertonus 

 

All diese Punkte sind in dem hier neu präsentierten Modell der Kalziumoxalat-

Nephropathie erfüllt. Zur Induktion einer chronischen Nierenschädigung erhielten 8-12 

Wochen alte C57BL/6-Mäuse über insgesamt 21 Tage Oxalat-reiches und Kalzium-

freies Futter (enthält 50µmol/g Natriumoxalat). Durch das Fehlen von Kalzium wird 

eine vollständige intestinale Aufnahme des enthaltenen Oxalats ohne Komplexierung 

mit Kalzium im Darm garantiert34. Die Kontrollgruppe erhielt eine Oxalat-/Kalzium-freie 

Diät. Sowohl bei weiblichen als auch bei männlichen Tieren zeigte sich im Verlauf der 

21 Tage eine erhöhte Oxalat-Konzentration im Urin und Plasma sowie eine 

kontinuierliche Verschlechterung der Nierenfunktion. Diese wurde durch die 

wöchentliche Messung der Nierenretentionsparameter Serum-Kreatinin und Blut-

Harnstoff-Stickstoff (BUN) sowie die direkte GFR-Messung detektiert. Außerdem 

blieben diese Parameter auch nach der Umstellung von der Oxalat-Diät auf die 

Kontroll-Diät, trotz dann wieder abnehmenden Urin-/Plasmaoxalat-Konzentrationen, 

stabil.  

In der Histologie zeigte sich mittels PAS-Färbung und Färbung mit Lotus 

tetragonolobus lectin ein progredienter signifikanter Tubulusschaden bis hin zur 

Tubulusatrophie und atubulären Glomeruli. Außerdem fand sich in der Masson-

Trichrom-Färbung, Collagen1a1-Färbung sowie Silberfärbung ein progredienter 

fibrotischer Umbau des Nierengewebes. Darüber hinaus konnten wir mittels F4/80- 

und CD3-Färbung die über 21 Tage hinweg zunehmende Infiltration von 

Entzündungszellen (Makrophagen und Lymphozyten) feststellen. 

Die histologischen Ergebnisse spiegelten sich in der Untersuchung der Genexpression 

mittels PCR-Analyse des Nierengewebes wider. Hierbei zeigt sich eine progrediente 

Induktion von Nierenschädigungs-/Fibrose-/ und Inflammationsmarkern. 

Auch in der MRT-Bildgebung zeigten sich konsistente Ergebnisse mit einem erhöhten 

Nierenrindenvolumen und einer erhöhten T2-Zeit (assoziiert mit Inflammation) sowie 

eine erhöhte T1-Zeit bei reduziertem Diffusionskoeffizienten in der Nierenrinde 

(assoziiert mit Fibrose).  
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Im zeitlichen Verlauf entwickelten alle Tiere typische CKD-Komplikationen wie erhöhte 

FGF23 und Parathormon-Werte, eine normochrome Anämie, eine Hyperkaliämie 

sowie eine metabolische Azidose. Zudem fand sich ein arteriellen Hypertonus sowie 

eine kardiale Fibrose, welcher auch nach der Umstellung auf die Kontroll-Diät 

bestehen blieb.  

 

Zusammenfassend lässt sich somit feststellen, dass in diesem Modell alle 

notwendigen Anforderungen an ein CKD-Tiermodell erfüllt werden. In verschiedenen 

weiteren Studien zeigte dieses Modell reproduzierbare Daten. Als möglichen Nachteil 

dieses Modells lässt sich anmerken, dass es sich um eine vorwiegend tubuläre 

Schädigung handelt, anstatt wie in einigen anderen für die Forschung wichtigen 

Nierenerkrankungen vorliegenden glomerulären Schädigung (Basalmembran, 

Podozyten). 

 
2.2.2. „Hyperoxaluria requires TNF receptors to initiate crystal adhesion and 

kidney stone disease” 
 
Die Pathophysiologie von Nierensteinen und Kristall-Nephropathien, vor allem im 

Rahmen von Kalziumoxalat-Ablagerungen, ist Bestandteil langjähriger Forschung 

(s.o.). Verschiedene Schritte erscheinen hierbei als wichtig, beispielsweise das 

Anfallen von Kalzium und Oxalat im Tubuluslumen mit konsekutivem Ausfallen von 

Kristallen bei Überschreiten des Löslichkeitsproduktes. Diverse Promotoren und 

Inhibitoren des Kristallisationsprozesses wurden bisher untersucht. Als essentieller 

Schritt eines pathologischen Effektes von Kalziumoxalat-Kristallen wird mittlerweile die 

Interaktion und Bindung der Kristalle mit dem Tubulusepithel angesehen. Nur so kann 

eine Aufnahme in die Zelle bzw. Induktion von Signalkaskaden und entzündlichen 

Prozessen erfolgen. Nach intrazellulärer und interstitieller Prozessierung der 

Kristallfragmente kommt es zur Inflammation (NLRP3-Inflammasom) und Zelltod-

Induktion (u.a. Nekroptose) und in weiteren Schritten zur Schädigung des 

Nierengewebes. Inflammation und Zelltod werden u.a. über TNF-Rezeptoren und 

deren Signalkaskaden vermittelt. In humanem Nierengebewebe von Patienten mit 

Kalziumoxalat-Nephropathie zeigte sich eine im Vergleich zu gesunden 

Kontrollbiopsien eine deutlich gesteigerte Expression von TNFR1/2 in 

Tubulusepithelien. Um den Einfluss von TNF-Rezeptoren bei Kalziumoxalat-
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Nephropathie weiter zu untersuchen induzierten wir das in 2.2.1. beschriebene 

Mausmodell in Wildtyp-Mäusen und TNFR1-, TNFR2- und TNFR1/2-Knockout 

Mäusen. Überraschenderweise fanden sich in allen Knockout-Mäusen trotz 

vergleichbarer Oxalat-Konzentrationen im Urin keinerlei renale Kalziumoxalat-

Ablagerungen oder Einschränkung der Nierenfunktion. In anderen Studien konnte eine 

direkte Bindung von Kristallen mit spezifischen Zellrezeptoren gezeigt werden86, 87. 

Aufgrund der überraschenden Ergebnisse bestand die initiale Vermutung, dass TNFR 

als spezifische Bindungsrezeptoren von Kalziumoxalat-Kristallen fungieren.  In 

speziellen Versuchen gelang uns allerdings kein Nachweis einer solchen direkten 

Kristalle-Rezeptor-Bindung.  

Eine andere Erklärung war die mögliche Induktion von speziellen 

Kristalladhäsionsmolekülen über TNFR-Signalkaskaden. In der Vergangenheit waren 

hier mehrere dieser Moleküle beschrieben worden. Wir beschränkten uns auf die 

Messung zweier Proteine: Annexin II und CD44. Sowohl in vitro in isolierten Maus-

Tubuluszellen als auch in vivo konnten wir eine deutliche Induktion dieser beiden 

Proteine im WT im Vergleich zu den TNFR-Knockout-Mäusen feststellen.  

Zur weiteren Untermauerung unserer Hypothese behandelten wir die WT-Mäuse mit 

einem speziellen TNFR-Inhibitor (R-7050). In der Tat zeigten diese Mäuse nach 

Induktion der Kalziumoxalat-Nephropathie eine verbesserte Nierenfunktion sowie 

signifikant weniger Expression der beiden Adhäsionsmoleküle. Auch der tubuläre 

Schaden sowie Inflammation und Fibrosierung waren in den mit R-7050 behandelten 

Mäusen signifikant geringer ausgeprägt. Im Gegensatz zu den Knockout-Mäusen 

zeigte sich jedoch kein vollständiger Schutz. Dies könnte in der Pharmakodynamik 

bzw. der verwendeten Dosis von R-7050 begründet sein.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass TNFR-Signalkaskaden über die Induktion 

von speziellen Kristalladhäsionsmolekülen in den Tubulusepithelien und konsekutiv 

der Bindung von Kalziumoxalat-Kristallen eine entscheidende Rolle in der 

Pathogenese der Kalziumoxalat-Nephropathie spielen. Zur genaueren Untersuchung 

induzierten wir das oben beschriebene Mausmodell in WT-/ und TNFR-Knockout- 

Mäusen. TNFR-Knockout-Mäuse zeigten keinerlei Kalziumoxalat-Ablagerungen oder  

Verschlechterung der Nierenfunktion. Eine medikamentöse TNFR-Inhibierung führte 

zu einer signifikant verbesserten Nierenfunktion und geringeren Induktion von 

Kristalladhäsionsmolekülen sowie in dessen Folge zu einer geringeren renalen 

Ablagerung von Kalziumoxalat-Kristallen.    
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3. Zusammenfassung 
 
Nephro-/ bzw. Urolithiasis ist ein häufiges Krankheitsbild mit einer Prävalenz zwischen 

5-15% in Europa und den USA. Patienten präsentieren sich primär mit kolikartigen 

Beschwerden, eine langfristige Verschlechterung der Nierenfunktion aufgrund eines 

postrenalen Nierenversagens ist eher selten. Ein höheres Risiko für eine chronische 

Niereninsuffizienz ist in diesen Patientenpopulationen dennoch beschrieben. Ein 

Großteil der Nierensteine besteht aus Kalziumoxalat (75%). Im Rahmen von 

Erkrankungen, die zu einem Anfall von Oxalat im Körper führen, kann eine primäre 

bzw. sekundäre Hyperoxalurie mit konsekutiven Ablagerungen von Kalziumoxalat-

Kristallen im renalen Gewebe zu einer Nephrokalzinose führen. Um die 

Pathophysiologie der Kalziumoxalat-Nephropathie genauer zu verstehen und so neue 

Therapieansätze zu generieren ist die präklinische Untersuchung im Mausmodell 

bisher unabdingbar.  

Wir erstellten und charakterisierten zunächst ein neues Mausmodell der 

Kalziumoxalat-Nephropathie in C57BL/6-Mäusen. C57BL/6-Mäuse gelten als 

geläufigste Mauslinie im Rahmen von präklinischen Studien in der 

Grundlagenwissenschaft. Mit Hilfe dieses reproduzierbaren Modells lassen sich 

konstante Level einer chronischen Niereninsuffizienz mit den gängigen CKD-

Komplikationen induzieren. Im Speziellen ist mit Hilfe dieses Modells aber auch die 

weitere Untersuchung der Pathophysiologie der Kalziumoxalat-Nephropathie möglich.    

In der Vergangenheit wurden hierzu wegweisende neue Erkenntnisse publiziert, u.a. 

die Rolle der Inflammation und speziell des NLRP3-Inflammasoms sowie die Rolle der 

Nekroptose, einer speziellen kontrollierten Form des Zelltods, welche durch 

Kalziumoxalat-Kristalle induziert wird. Auch TNF-Rezeptoren sind maßgeblich an 

diesen Signalkaskaden beteiligt. In histologischen Analysen von Nierengewebe von 

Patienten mit Kalziumoxalat-Nephropathie zeigte sich eine deutliche Induktion von 

TNF-Rezeptoren im Tubulusepithel. Um die Rolle von TNF-Rezeptoren bei 

Kalziumoxalat-Nephropathie weiter zu untersuchen, induzierten wir das oben 

beschrieben Mausmodell in WT-/ und TNFR-Knockout-Mäusen. Während die WT-

Mäuse den typischen Phänotyp zeigten, zeigten TNFR-Knockout-Mäuse trotz 

vergleichbarer Hyperoxalurie keinerlei Kalziumoxalat-Ablagerungen. In weiteren 

Experimenten fanden wir eine mögliche Erklärung:  
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Eine direkte Kalziumoxalat-TNFR-Bindung konnte nicht nachgewiesen werden, dafür 

aber die Induktion spezifischer Kristalladhäsionsmoleküle (Annexin II und CD44) im 

Nierentubulusepithel über TNFR-Signalkaskaden. Auch die medikamentöse 

Behandlung von Mäusen mit einem speziellen TNFR-Inhibitor (R-7050) zeigte eine 

signifikante Verbesserung der Nierenfunktion und weniger Kristallablagerungen in den 

behandelten Mäusen.  

Wir postulieren hiermit, dass TNFR eine essentielle Rolle bei der Entstehung der 

Kalziumoxalat-Nephropathie durch Induktion von spezifischen 

Kristalladhäsionsmolekülen im Nierentubulusepithel spielen. Eine medikamentöse 

Inhibierung dieses Signalweges könnte somit einen neuen Therapieansatz bei 

Nephro-/Urolithiasis und speziell bei Kalziumoxalat-Nephropathien darstellen. 
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4. Abstract 
 
Nephro-/Urolithiasis is quite common in the European and American population with a 

prevalence in between 5-15%. Patients suffering from this disease mainly present with 

renal colic, a decline of renal function due to postrenal AKI occurs less frequently. 

Nevertheless, it is described a higher prevalence of CKD in this population. The vast 

majority of renal stones consists of calcium oxalate (about 75%).  

Furthermore, hyperoxaluria is described in other diseases, which can be summarized 

in primary and secondary hyperoxalurias. Both entities lead to an accumulation of 

oxalate and thus to supersaturation and crystallization within the renal tubules, a so 

called nephrocalcinosis. To understand the underlying pathophysiology of calcium 

oxalate-Nephropathy and create new therapeutic strategies there is a need for a 

suitable mouse model for preclinical studies. 

We therefore first established and characterized a new mouse model for calcium 

oxalate nephropathy in C57BL/6 mice. This mouse strain is mostly used for generating 

preclinical basic science studies. With this new mouse model, we are able to induce 

stable conditions of CKD and its established complications. In addition, we can induce 

this model to investigate the pathophysiology of calcium oxalate nephropathy. Seminal 

studies report the role of inflammation and especially the NLRP3 inflammasome in 

calcium oxalate nephropathy as well as the undergoing necroptosis, a form of 

controlled cell death, induced by calcium oxalate crystals. TNFR signaling pathways 

are significantly involved in these processes. In human kidney biopsy samples from 

patients suffering from calcium oxalate nephropathy, we can state an induction of 

TNFR in the tubule epithelium.  

To further investigate the role of TNFR in calcium oxalate nephropathy we induced the 

above described mouse model in WT and TNFR ko mice. While WT mice showed the 

classic phenotype of calcium oxalate nephropathy, the TNFR ko mice lacked any signs 

of the disease especially any calcium oxalate crystal deposits. In further experiments 

we found a possible reason: a direct crystal-receptor interaction could not be detected, 

however there was an induction of specific crystal binding molecules (Annexin II and 

CD44) via TNFR signaling pathways. Moreover, we could see a significant 

improvement of renal function and less calcium oxalate crystal deposits in mice treated 

with a special TNFR inhibitor (R-7050). 
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Thus, we postulate the essential role of TNFR in the development of calcium oxalate 

nephropathy via induction of special crystal binding molecules in the renal tubular 

epithelium. An inhibition of this signaling pathway could be a future target of treatment 

in this disease.  
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