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1. Einleitung

1.1.Der Aufbau sowie die Funktion der Niere

Der Mensch besitzt zwei Nieren, welche sich links und rechts von der Wirbelsaule, im
Bauchraum, befinden. Die linke Niere ist ca. 1,5 cm hoher angeordnet .
Eingeschlossen wird die Niere von der Nierenkapsel, darunter liegt die Nierenrinde
(Cortex renalis), das Nierenmark (Medulla renalis), sowie die darin eingeschlossenen
Nieren-Pyramiden, die Papille und das Nierenbecken, welches in den Harnleiter
(Ureter) Gbergeht 2. Der Cortex sowie die Medulla bilden das Nierenparenchym 2.

Die Filtrationseinheiten einer Niere werden als Nephrone bezeichnet und ein gesunder
Mensch besitzt zwischen 200.000 bis zu Uber 1.800.000 Nephrone 3. Ein Nephron
besteht aus einem Nierenkdrperchen, welches aus dem Glomerulus sowie der
umgebenen Bowmans-Kapsel aufgebaut ist, und dem daran angeschlossenen
Tubulussystem (Abbildung 1). Ein Glomerulus besteht aus vier Zelltypen: den
Podozyten, den glomerularen Endothelzellen, den Mesangialzellen sowie den
parietalen Epithelzellen (PEC) 4.

Die primare Funktion der Niere besteht in der Filtration grof3er Blutmengen, weshalb
in der Niere eine Nierenarterie sowie -vene munden. Die homoostatische Einstellung
erfolgt ebenfalls in der Niere, indem das Flussigkeits-/Elektrolytgleichgewicht
aufrechterhalten und der Séaure-Basen-Stoffwechsel des Blutes, sowie die
Kalzium-/Kaliumhomoostase reguliert wird °. Darliber hinaus werden Uber die Niere
Abfallstoffe (NHs) ausgeschieden, der Blutdruck reguliert und rote Blutkdrperchen
produziert °. Daflir wird das Blut durch die GefaRwande des Glomerulus filtriert und
das entstandene Filtrat (Primarharn) sammelt sich in der Bowmans-Kapsel.
Nachfolgend flieRt der Primarharn durch das Tubulussystem und wird durch
Resorptions- und Sekretionsmechanismen in Sekundarharn umgewandelt. Das
Tubulussystem wird im folgenden Abschnitt beschrieben und auf den proximalen

Tubulus detailliert eingegangen.

1.2.Das Tubulussystem der Niere

Das Tubulussystem besteht aus dem proximalen Tubulus, der Henle-Schleife, mit
einem dudnnen absteigenden und einem dinnen aufsteigenden Ast, dem distalen

Tubulus und dem Sammelrohr (Abbildung 1). Davon befinden sich die proximalen
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sowie die distalen Tubuli hauptsachlich im Cortex und die Henle-Schleife in der
Medulla. Die Sammelrohre durchziehen sowohl den Cortex als auch die Medulla
(Abbildung 1).

Der proximale Tubulus spielt eine entscheidende Rolle bei der Proteinverarbeitung,
indem er gefilterte Proteine riuckresorbiert und abbaut, um wichtige Nahrstoffe
zurlickzugewinnen ©. AulRerdem werden ungefilterte organische Anionen (OAs) und
uramische Toxine sezerniert 6. Der proximale Tubulus beginnt an dem Nierenpol der
Bowmans-Kapsel, an dieser Stelle gehen die PECs in die proximalen
Tubulusepithelzellen (PTEC) Uber. Die PTECs bilden aneinandergereiht einen
proximalen Tubulus, welcher an der apikalen, luminalen Seite einen Blrstensaum aus
Mikrovilli aufweist. An der basolateralen Seite befindet sich das Tubulointerstitium.
Aufgeteilt wird der proximale Tubulus in das Segment (S)1, S2 und S3 (Abbildung 1).
Der Burstensaum verliert von S1 bis S3 an Dichte.
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Abbildung 1: Aufbau eines Nephrons mit dem angeschlossenen Tubulussystem.

Der Glomerulus, die proximalen sowie die distalen Tubuli befinden sich hauptsachlich im Cortex und die
Henle-Schleife (mit aufsteigendem und absteigendem Ast) in der Medulla. Die Sammelrohre
durchziehen sowohl den Cortex als auch die Medulla. Der proximale Tubulus wird in die Segmente (S)

1-3 unterteilt. (Erstellt mit Biorender.com)



1.3.Chronische Nierenerkrankungen und Nierenfibrose

Weltweit sind mehr als 10 % der Bevolkerung von Nierenerkrankungen betroffen, die
eine hohe Morbiditat und Mortalitat aufweisen 7. Der Schweregrad, die Haufigkeit und
die Dauer von einer akuten Nierenschadigung (Acute kidney injury AKI) sowie das Alter
der Patienten sind eng mit dem Fortschreiten einer chronischen Nierenerkrankung
(Chronic kidney disease CKD) verbunden 8. Die Betroffenen weisen im Verlauf der
Nierenerkrankung eine zunehmend schlechtere Nierenfunktion bis hin zur
Niereninsuffizienz auf, weshalb eine Nierenersatztherapie (Dialyse, Transplantation)
erforderlich wird. Laut der Studie ,,Global Burden of Disease Study 2021“ (Globale
Krankheitslast) belegte die CKD 1990 den Platz 18 der Liste der Ursachen fur die
Gesamtzahl der Todesfalle weltweit, stieg aber 2021 auf den Platz 11 °. Begriindet wird
die Zunahme durch die ansteigende Zahl alterer Menschen und die Zunahme der
Krankheiten, die zu CKD fuhren, wie Diabetes, Fettleibigkeit, Arteriosklerose und
Bluthochdruck '°. Es wird erwartet, dass die CKD 2040 den Platz 5 der Liste der
Ursachen fir die Gesamtzahl der Todesfalle weltweit belegen wird 7. Dies zeigt die
Relevanz der CKD fir die Gesamtbevdlkerung.

Das Fortschreiten einer Nierenerkrankung fuhrt unweigerlich zu einer Nierenfibrose.
Die wichtigsten Prozesse bei der Entstehung der Nierenfibrose sind der Verlust von
Nephronen, die induzierte Inflammation, die Aktivierung von Myofibroblasten durch
unter anderem dem transformierenden Wachstumsfaktor B (TGFB), und die
Ablagerung von extrazellularer Bindegewebsmatrix (EZM) durch dual-positive Platelet
Derived Growth Factor (PDGFR)a-positive PDGFRp-positive Fibroblasten und
Myofibroblasten 12, Sowohl bei Menschen als auch bei Mausen entstehen die
Myofibroblasten Giberwiegend aus Perizyten und Fibroblasten 2. Myofibroblasten sind
eine Untergruppe aktivierter fibrogener Zellen mit einer erhéhten Expression von EZM-
Proteinen und einer Neo-Expression von a-Glattmuskel-Aktin (a-SMA) '3,

Kommt es durch Myofibroblasten und Fibroblasten zu einer EZM-Ablagerung, wird
funktionales Gewebe durch eine nicht-funktionelle EZM ersetzt, wodurch
Narbengewebe entsteht. Insbesondere bewirkt TGFB die EZM-Synthese, aul’erdem
hemmt es den EZM-Abbau durch Inhibition von Matrix-Metalloproteinasen (MMP). Es
induziert die Transdifferenzierung von Myofibroblasten sowie die Proliferation von
Mesangialzellen 4. Darlber hinaus bewirkt TGFB die tubulare Degeneration
vorwiegend durch Apoptose 5.



Grundlegend kann die Nierenfibrose in drei Nierenkompartimenten auftreten und hat
jeweils einen spezifischen Namen: Glomerulosklerose in den Glomeruli, interstitielle
(oder tubulointerstitielle) Fibrose im Tubulointerstitium und Arteriosklerose in den
Gefalen '6. AnschlieRend, wird die Entstehung der interstitiellen Nierenfibrose im

Detail erlautert, da sie fur die vorliegende Arbeit von besonderer Wichtigkeit ist.

1.4.Die Entstehung der interstitiellen Nierenfibrose

Die interstitielle Fibrose beschreibt eine im Tubulointerstitium lokalisierte Fibrose,
welche durch ischamische Prozesse, Toxine, Drogen sowie metabolische/genetische
Erkrankungen ausgeldst wird (Abbildung 2) 6. Dabei entsteht zwischen den Tubuli und
den peritubularen Kapillaren eine extrazellulare Matrix, welche vorwiegend von
Fibroblasten sowie Myofibroblasten im Cortex und Perizyten in der Medulla gebildet
wird '8, Der Abstand zwischen Kapillaren und Tubuli wird durch die interstitielle Fibrose
vergroRert, was sich auch auf den Nahrstoff- und Sauerstoffhaushalt der Tubuli
auswirkt 18,

Eine Verletzung der Epithelzellen im Tubulointerstitium fuhrt zu ihrer
Dedifferenzierung, dies wird durch die Hochregulierung von den Notch-, Wingless-Int-
1 (Wnt)-, sowie geschlechtsbestimmende Region Y-Box 9 (Sex Determining Region Y
(SRY)-box 9 - SOX9)-Signalwegen gekennzeichnet '4. Regeneriert sich diese
Verletzung, so hat dies keine weiteren Auswirkungen auf die Zellen. Wohingegen eine
dauerhafte Schadigung der Tubulusepithelzellen den Stillstand des Zellzyklus und die
Seneszenz bewirkt 4. Dies geht mit der Freisetzung profibrotischer Faktoren und dem
Seneszenz-assoziierten sekretorischen Phanotyp (SASP) einher '¢. Geschadigte
vaskular Zelladhasionsmolekil 1 (VCAM-1)-positive Tubuli setzen parakrine
Mediatoren wie TGFB-, Hedgehog (Hh)- und Wnt-Liganden frei, die interstitielle
Perizyten (Medulla) und Fibroblasten (Cortex) beeinflussen und die Differenzierung,

Proliferation, sowie die Akkumulation der EZM von Myofibroblasten férdern 4.
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Abbildung 2: Die Entwicklung der interstitiellen Nierenfibrose.

Durch Ischamie, Toxine, Drogen sowie genetische und metabolische Prozesse kann sich die interstitielle
Nierenfibrose ausbilden. Charakteristisch sind die Schadigung sowie der Zelltod der
Tubulusepithelzellen (TEC) und die Ausbildung von extrazellularer Matrix (EZM) durch aktivierte

Fibroblasten. Weiterhin kommt es zur Infiltration von Immunzellen. (Adaptiert von Djudjaj & Boor, 2019;

Erstellt mit Biorender.com)



1.5. In vivo Nierenfibrose-Modelle

Derzeit gibt es keine zugelassenen spezifischen Therapien fur die Nierenfibrose, daher
sind verlassliche und reproduzierbare in vivo Modelle fir die Erforschung der
Nierenfibrose erforderlich. Es ist wichtig, die zugrunde liegenden Mechanismen der
Erkrankung zu erforschen, therapeutische Ansatzpunkte zu identifizieren und mogliche
Behandlungsmethoden zu validieren. Jeder ausgebildeten Nierenfibrose liegen
spezifische Mechanismen zugrunde, die von der Ursache der Schadigung abhangen,
wie z.B. die mechanische Obstruktion, Ischamie oder toxische Schadigung.
Verschiedene in vivo Modelle ermdglichen es, diese unterschiedlichen Mechanismen
und deren Auswirkungen auf die Nierenfibrose zu untersuchen. Auf zwei renale in vivo

Fibrose-Modelle wird in den folgenden Kapiteln eingegangen.

1.5.1. Die unilaterale Ureterobstruktion

1973 wurde die unilaterale Ureterobstruktion (UUO) erstmals als ein in vivo
Nierenfibrose-Modell beschrieben und an Kaninchen durchgefiihrt 7. Bei der UUO
wird einer der beiden Ureter der Niere ligiert, wodurch folglich eine obstruierte Niere
und eine kontralaterale, nicht obstruierte Niere entstehen (Abbildung 3). Der stationare
Urinfluss bewirkt den Anstieg des hydrostatischen Drucks, wodurch initial die
Sammelrohre erweitert werden 8. Dieser Druck wird anschliefend auf die distalen und
proximalen Tubuli Ubertragen, sodass es zur Abnahme der glomerularen Filtrationsrate
und zur Ausbildung von mechanischer Dehnung der TECs kommt 1819, Dies induziert
die Schadensentwicklung in den TECs. AnschlieRend wird das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) aktiviert, welches zur renalen Vasokonstriktion, der
Apoptose der TECs, der Inflammation durch oxidativen Stress und der Fibrose beitragt
8 Als Folge von oxidativem Stress und der RAAS-Aktivierung wird mittels des
nuklearen Faktor-Kappa-Leichtketten-Verstarkers von aktivierten B-Zellen (NF-kB),
die Transkription von Zielgenen initiiert, die Inflammation und Fibrose verursachen 8.
RAAS verursacht Fibrose durch die Aktivierung von TGFB/Smad- und Wnt/B-Catenin-
Signalwegen '8, In der obstruierten Niere ist TGFB1 signifikant hochreguliert, wodurch
Fibroblasten aktiviert werden, die extrazellulare Matrix produzieren 18.

Es kann eine starke Korrelation zwischen der Progression der absterbenden TECs und
der ausgebildeten Nierenfibrose im Cortex identifiziert werden 820, Jedoch wird keine
signifikante  pathologische Veranderung der Nierenglomeruli festgestellt 2.



Zusammengefasst fuhrt die UUO zu tubularem Schaden als Folge des obstruierten

Urinflusses und resultiert in der ausgebildeten Nierenfibrose 8.

1.5.2. Die unilaterale Ischamische Reperfusion

Die ischamische Reperfusion (I/R) stellt ein weiteres etabliertes Nierenfibrose-Modell
dar. Bei der unilateralen I/R wird lediglich eine Nierenarterie fur eine definierte Zeit, bei
Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur, abgeklemmt (Abbildung 3). Dabei ist die Zeit
der Ischamie, die benotigt wird, um einen irreversiblen Schaden zu generieren,
abhangig von dem Mausstamm und dem Geschlecht der Maus.

Die I/R wird haufig verwendet, um die AKI beim Menschen nachzuahmen und den
Mechanismus des Fortschreitens von der AKI zu der CKD zu untersuchen 22. Der
ischamische Zustand induziert einen anaeroben Stoffwechsel 23. Mitochondriale
Schaden und ein Elektrolyt-Ungleichgewicht fuhren im Reperfusionszustand zu
oxidativem Stress, durch reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS)-Retention 23. Dies
fuhrt zu Zellschaden mittels Autophagie, Nekrose, Nekroptose sowie Apoptose 23.
Tubulusepithelzellen sind fiir jene ischamischen Verletzungen besonders anfallig 4.
Nach einer I/R in der Niere kdnnen sich die geschadigten Tubuli je nach Schwere der
Ischamieverletzung entweder erholen, dedifferenzieren oder sich zu einer interstitiellen
Entziindung und Fibrose entwickeln 25. Zusammengefasst fuhrt die I/R zu tubularem

Schaden und Nierenfibrose als Folge des ischamischen Zustands.
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Abbildung 3: Ubersicht iiber die in vivo Nierenfibrose-Modelle UUO sowie I/R.

Bei der unilateralen ischdmischen Reperfusion (I/R) wird der renale Hilus fir eine definierte Zeit
abgeklemmt, wodurch es zu einer Ischamie kommt und nach dem Entfernen der Klemme eine
Reperfusion ausgelost wird. Bei der UUO wird der linke Ureter an zwei Stellen kauterisiert und

anschlieBend in der Mitte durchtrennt. (Erstellt mit Biorender.com)

1.6. Therapiemodglichkeiten gegen Nierenfibrose

Bislang gibt es nur indirekte klinische Ansatze zur Behandlung der Nierenfibrose mit
nephroprotektiven Medikamenten. Einer dieser Ansatze greift zielgerichtet in das
RAAS ein. Als Beispiel kann der Renininhibitor Aliskiren genannt werden, welcher eine
starke blutdrucksenkende Wirkung aufweist. Dartber hinaus besitzt Aliskiren in der
Niere antifibrotische sowie antiproteinurische Wirkungen, da die Therapie das totale
renale sowie das tubulare TGFB1 in den Nieren verringert 6. Trotz wissenschaftlicher
Fortschritte bei der Erforschung der Mechanismen und ihrer therapeutischen
Angriffspunkte gibt es derzeit keine direkten therapeutischen Optionen ?’. Daher ist es
von groller Bedeutung, die Erforschung der Mechanismen und potenziellen
Angriffspunkte fortzusetzen, um in Zukunft eine therapeutische MaRnahme gegen die
Nierenfibrose entwickeln zu kdnnen. Nachfolgend wird die Makrophagen-Migrations-
Inhibitions-Faktor (MIF)-Familie eingeleitet, um anschlieBend auf die praklinischen
antifibrotischen Wirkungen sowie die potenziellen Anwendungen als therapeutisches
Mittel der MIF-Familie einzugehen.



1.7.Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor-Familie

Die MIF-Familie besteht aus drei homologen Proteinen: MIF, D-Dopachrom
Tautomerase (D-DT/MIF-2) sowie D-Dopachrom Tautomerase-like (D-DTL). Diese
Proteine sind der Gruppe der Zytokine zugeordnet, da sie regulatorische Funktionen
ubernehmen. Mif und Ddt bestehen aus drei Exons von nahezu identischer GrofRRe (D-
DT: Exon 1: 108 bp, Exon 2: 176 bp, Exon 3: 70 bp vs. MIF: Exon 1: 107 bp, Exon 2:
172 bp, Exon 3: 66 bp) und nur die nicht-kodierenden Introns haben unterschiedliche
Langen (D-DT: Intron 1: 363 bp, Intron 2: 2144 bp vs. MIF: Intron 1: 190 bp, Intron 2:
96 bp) 8. Insgesamt sind die humane DDT und MIF Boten-Ribonukleinsaure
(Messenger Ribonucleic Acid mRNA) ~50 % identisch, hingegen weisen die murine
Ddt und Mif mRNA ~40 % Identitdt auf 28. Auf Proteinebene stimmen die
Aminosauresequenzen von D-DT und MIF bei Menschen und Mausen zu 34 % bzw.
27 % Uberein 2629, Nachfolgend werden MIF und D-DT bezogen auf die Eigenschaften
sowie Funktionen charakterisiert und die Rolle der Proteine in der Nierenfibrose

beschrieben.

1.7.1. Die Charakterisierung des Makrophagen-Migrations-Faktors

MIF wurde 1966 als ein von T-Lymphozyten produzierter, I6slicher Faktor beschrieben,
welcher mit der Migration von Makrophagen, wahrend einer allergischen Reaktion in
Verbindung gebracht wurde 303!, Diese Reaktion war namensgebend fiir MIF, welches
ein 12,5 Kilodalton (kDa) grofRRes, pleiotropes, inflammatorisches Zytokin mit
Chemokin-ahnlichen Funktionen ist. Unter homoostatischen Bedingungen wird MIF
konstitutiv freigesetzt und ubiquitar exprimiert 32. MIF wird jedoch, anders als viele
proinflammatorische Zytokine, nicht ausschlieBlich von Immunzellen exprimiert,
sondern auch beispielsweise von Fibroblasten 32 oder Epithelzellen 234, Es lagert sich
in aktiver Form als Homotrimer zusammen und beeinflusst die Aktivierung von
Monozyten und Makrophagen 3°3,

MIF bindet hauptsachlich an das Typ Il Transmembranprotein Cluster der
Differenzierung (CD) 74 2237, AuRerdem bindet MIF sekundar an die CXC-Motiv-
Chemokinrezeptoren (CXCR) 2, 4 und 7 223839 Wichtig fiir die Chemokin-ahnliche
Funktion von MIF ist eine Pseudo(E)LR-Doméane 4°. Je nach Zelltyp und Entziindung
bindet MIF an die jeweiligen Rezeptoren und bestimmt auf diesem Wege die
Funktionalitat 442, MIF hat sowohl schitzende als auch schadliche Auswirkungen auf
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pathologische Prozesse. Beispielsweise fuhrte eine I/R des Darms in vivo zu einem
Anstieg des zirkulierenden MIFs im Serum, einer Zunahme der Gefaldpermeabilitat
und der Tumornekrosefaktor (TNF)-Produktion im Darm und in der Lunge 43. Hingegen
weist MIF nach einer myokardialen I/R in vivo eine kardioprotektive Rolle auf 44. Ein
weiteres Beispiel zeigt, dass MIF in einem hepatoxischen Leberschadigungsmodell
antifibrotische Wirkung ausubt, wahrend es in einer Leberentziindung, im Rahmen
einer Leberverfettung (nichtalkoholische Steatohepatitis), profibrotische Eigenschaften
aufweist 4546, Zuletzt vermittelt MIF eine glomerulare Schadigung und pathologische
Proliferation in der Glomerulonephritis 47, hingegen weist MIF in der interstitiellen
Nierenfibrose eine nephroprotektive Rolle auf 4 (1.7.1.2; Abbildung 4). Das

nachfolgende Kapitel fokussiert sich auf die protektive Rolle von MIF.

1.711. Die Bindung von MIF an CD74 und der vermittelte protektive Effekt
CD74 befindet sich auf antigenprasentierenden Zellen (APZ), wie Makrophagen, B-

Zellen und dendritischen Zellen #°. Darliber hinaus wird CD74 auf der Oberflache von
Nicht-APZs wie Endothelzellen und Epithelzellen, in Niere, Lunge, Darm, Herz, Leber
und Haut exprimiert 2%%. Die Bindung von MIF an den CD74 Rezeptor kann in
verschiedenen Organen einen protektiven Effekt hervorrufen, indem die
Zellproliferation sowie das Uberleben induziert werden 2°. Die Stimulation von CD74
I6st eine intrazellulare Phosphorylierung aus und fuhrt zu einer Komplexbildung mit
dem Co-Rezeptor CD44, wodurch der signalregulierte Kinaseweg (ERK), die PI3K-
Proteinkinase B (AKT)-Signaltransduktionskaskade, NF-kB oder der AMP-aktivierte
Proteinkinase (AMPK)-Signalweg aktiviert wird 50-51,

Im Darm aktiviert MIF-CD74 den AKT- und den Extrazellularsignal-regulierte Kinase
(ERK)-Signalweg, folglich induziert es die Proliferation der Krypten-Zellen, um nach
einer Verletzung der Epithelzell-Barriere, diese wieder zu schlieRen %°. In der Lunge
stimuliert die MIF-CD74 Bindung die Aktivierung des AKT-Signalweges, wodurch das
Alveolarepithel, nach einer Lungenschadigung, geschlossen wird *°. Im Herzen wird
durch AMPK das Uberleben der Kardiomyozyten, wie auch in der Leber das Uberleben
von Hepatozyten, hervorgerufen *°. Auf die Rolle der CD74-MIF Stimulation in der

Niere wird im anschlieRenden Kapitel naher eingegangen.
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1.7.1.2. Die Rolle von MIF in der Nierenfibrose

In gesunden, humanen sowie murinen Nieren wird MIF hauptsachlich in den
Tubulusepithelzellen der Niere exprimiert 8. In humanen, fibrotischen Nieren nimmt
die MIF-Expression signifikant ab. Nach einer in vivo Fibrose-Induktion durch UUO und
I/R wird ebenfalls signifikant weniger MIF exprimiert 6. In einem systemischen Mif-
Knockout (KO) wird nach der Induktion der Fibrose in der UUO und I/R signifikant mehr
Kollagen (Col |) und a-SMA exprimiert 8. Dies bedeutet, dass es zu einer signifikant
starkeren Fibrosebildung kommt, wenn MIF ausgeknockt wurde “8. Die systemische
Mif-Deletion verstarkt ebenfalls signifikant die Inflammations-Marker F4/80
(Oberflachenmarker von Makrophagen), sowie ErHr3 (Oberflachenmarker von
Monozyten) und die Deletion ging mit einer schlechteren Nierenfunktion einher 42,

In einer in vivo Interventionsstudie wurde therapeutisch, drei Tage nach der Fibrose-
Induktion durch die UUO, ein MIF-Inhibitor (ISO-1) sowie in einem zweiten Ansatz
rekombinantes (r) MIF verabreicht 8. Durch den Inhibitor werden die Fibrose-Marker
Col | sowie a-SMA und die Inflammations-Marker F4/80 sowie ErHr3 signifikant
verstarkt exprimiert 8. Im Kontrast werden durch die Verabreichung von rMIF die
Fibrose-Marker Col | sowie a-SMA und die Inflammations-Marker F4/80 sowie ErHr3
signifikant vermindert exprimiert 8. Dies bedeutet, dass MIF zur Reduktion der
interstitiellen Nierenfibrose beitragt.

Die Deletion von Mif fuhrt in vitro, in Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten
Tubulusepithelzellen, zu einem verstarkten G2/M-Zellzyklus-Arrest und einer erhéhten
Expression des CDK-Inhibitors 1B (p27Kip1) sowie von proinflammatorischen und
profibrotischen Mediatoren 2°48. In vivo resultieren ein Mif-KO sowie eine spezifische
MIF-Inhibition durch ISO-1 in einer geringeren Apoptose der Tubulusepithelzellen nach
Fibrose-Induktion durch die UUO. Demgegenuber fuhrt die Behandlung mit rMIF in der
UUO zu einem signifikanten Anstieg der Zahl der Tubulusepithelzellen, die Apoptose
durchlaufen 8. AuRerdem vermindert eine MIF-Inhibition durch ISO-1 in vitro die
Proliferation der Tubulusepithelzellen, wohingegen rMIF die Proliferation verstarkt 48.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass MIF eine endogene nephroprotektive
Rolle spielt, indem es den Zellzyklusstillstand von Tubulusepithelzellen aufhebt und
dadurch die Nierenfibrose verringert 6. Nachfolgend wird MIF als therapeutisches

Mittel erlautert und die Probleme, die bei der Nutzung von MIF entstanden sind.
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1.71.3. MIF als therapeutisches Mittel
Eine klinische Studie (NCT01765790) der Phase 1 zur MIF-Inhibition beschaftigte sich

mit den pharmakokinetischen Eigenschaften der MIF-Inhibition durch Imalumab
(BAX69). In der Studie sollte die Antitumoraktivitdt des MIF-Antikorpers getestet
werden, jedoch wurde lediglich eine geringe Antitumoraktivitat nachgewiesen. Die
zweite klinische Studie (NCT01541670), die Imalumab in Phase 1 gegen
Lupusnephritis eingesetzt hat, wurde vorzeitig abgebrochen. Als Grund wurde die
Anzahl der Probanden mit schwerwiegenden unerwinschten Ereignissen (SAES)
und/oder unerwinschten Ereignissen (AEs) unabhangig von der Kausalitat genannt.
Eine weitere klinische Studie (NCT02448810) der Phase 2a wurde auf der Grundlage
einer allgemeinen Nutzen-Risiko-Bewertung vorzeitig beendet.

Dies legt nahe, dass MIF ein schwieriger Angriffspunkt bei der Behandlung von
Krankheiten ist. Problematisch ist hierbei womaoglich die kontrare, zugleich schitzende
und schadliche Auswirkung auf pathologische Prozesse. Im nachfolgenden Kapitel
wird auf das homologe Protein D-DT eingegangen, dessen Eigenschaften sowie seine

Rolle in der Nierenfibrose erlautert werden.

1.7.2. Die Charakterisierung der D-Dopachrom Tautomerase

D-Dopachrom Tautomerase ist ein 13 kDa grofes, 1993 erstmals beschriebenes
Enzym, welches D-Dopachrom zu 5,6-Dihydroxyindole konvertiert 52. Sechs Jahre
spater, im Jahr 1999 wurde die signifikante strukturelle Homologie zu MIF entdeckt 3.
Aufgrund seiner Homologie wird es auch als MIF-2 bezeichnet, aulerdem wird es der
Gruppe der Zytokine zugeordnet. Es lagert sich in aktiver Form als Homotrimer
zusammen 2°.

D-DT bindet an CD74, jedoch mit geringerer Affinitat, verglichen mit MIF 2954
AuRerdem bindet D-DT an CXCR4 % und CXCR?7 2%5. Die Bindung von D-DT an
CXCR7 tragt zur Reparatur des Lungenepithels der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung (COPD) bei ¢ (Abbildung 4). Die Pseudo(E)LR (Arg", Asp*)-
Domane von MIF, die fur die Interaktion mit CXCR2 verantwortlich ist, fehlt D-DT 2957,
Im Herzen konnte gezeigt werden, dass durch die fehlende Interaktion mit CXCR2 die
negative, inotrope Wirkung von MIF aufgehoben wird, die die kardiale Kontraktilitat

verringert 2%%8. Die fehlende Domane hat einen grundlegenden Einfluss auf die
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Rekrutierung von Monozyten und Leukozyten und unterscheidet MIF folglich von D-DT
2958

D-DT wird konstitutiv und ubiquitar in der Leber und Niere exprimiert, ebenfalls in der
Lunge, dem Herzen und dem Pankreas 4%5°. Die mRNA von D-DT weist keine
sekretorischen Signalsequenzen auf, was darauf hindeutet, dass D-DT Uber einen
spezialisierten, nicht-klassischen Exportweg sezerniert wird 2%4°. Im Vergleich zu MIF
geben mit LPS stimulierte Makrophagen 20-mal mehr MIF ab als D-DT 2240, AuRerdem
zeigt MIF eine steilere Dosisreaktion bei der Messung der Makrophagen-
Migrationshemmung und der Glukokortikoid-Ubersteuerung als D-DT 28:2°, Dies deutet
darauf hin, dass D-DT, verglichen mit MIF, ein weniger starkes Zytokin ist, das mit der
Herunterregulierung von Entziindungen in Verbindung gebracht werden kann 40.
Weiterhin ist D-DT auch das schwachere Chemokin, da MIF die Rekrutierung von
Makrophagen an den Entzindungsherd durch seine Rezeptoren CXCR2/4 hervorruft
60, Interessanterweise weisen im entziindeten Fettgewebe MIF und D-DT eine
reziproke Rolle auf, die mdglicherweise darauf hindeutet, dass D-DT bei der
Wundheilung vorteilhaft ist, indem es das Uberleben und die Proliferation von

Fibroblasten induziert 9.

1.7.21. Inhibition von D-DT

2014 wurde ein D-DT-Inhibitor namens 4-lodo-6-Phenylpyrmidin (4-IPP) entdeckt
(Abbildung 4). Dieser inhibiert sowohl MIF als auch D-DT, indem er kovalent an das
Prolin-1 beider Enzyme bindet ¢'. Dabei ist die Halbwertszeit von D-DT zweimal so
lang  verglichen mit MIF 6. 2019 wurde 4-(3-Carboxyphenyl)-2,5-
Pyridindicarboxylsdure (4-CPPC) als spezifischer D-DT Inhibitor identifiziert 62
(Abbildung 4). 4-CPPC inhibiert die D-DT-CD74-Bindung in einer dosisabhangigen
Weise, ohne die MIF-CD74-Bindung zu beeinflussen 2. Vor allem hemmte 4-CPPC
die D-DT-vermittelte Aktivierung von CD74 und verringerte die CD74-abhangige
Signaltransduktion 62, 4-CPPC bindet im aktiven, hydrophoben Zentrum von D-DT.

Dabei erfolgte die Inhibierung auf kompetitive Art 6364,
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1.7.2.2. Die Bindung von D-DT an CD74 und der vermittelte protektive Effekt
Durch die Bindung des Liganden D-DT an den Membranrezeptor CD74 wird eine

intrazellulare Phosphorylierung ausgelost, die die Rekrutierung von CD44 auslost und
deren Komplexbildung initiiert (Abbildung 4). CD74 kann jedoch auch in einer |8slichen
Form (sCD74) vorliegen, welcher die transmembranen und intrazellularen Regionen
fehlen. Die Herstellung von sCD74 erfolgt durch Spaltung der extrazellularen Region
von CD74 und kann extrazellular an MIF und D-DT binden 6% (Abbildung 4). Es wird
angenommen, dass sCD74 als selbstregulierender Mechanismus wirkt, der die
Interaktion von MIF und D-DT mit dem CD74-Rezeptor auf der Zelloberflache
verhindert 2985 D-DT weist eine ~3-fach hohere Assoziationsrate (ka) zu sCD74, aber
~11-fach schnellere Dissoziationsrate (kd) auf als MIF 2240, Dies konnte bedeuten,
dass die Bindung von D-DT an den Rezeptor nicht immer eine Signalkaskade auslost,
sondern auch zu seiner Internalisierung fihren kann 4°. Im Gegensatz zu MIF zeigt D-
DT eine hohe Flexibilitat des C-Terminus, die bspw. durch Phosphorylierungen
ausgelost werden kénnen 2964, Diese Erkenntnis zusammen mit den unterschiedlichen
ka- und kd-Raten deuten darauf hin, dass sich der D-DT-induzierte
Aktivierungsmechanismus von CD74 deutlich von dem entsprechenden Mechanismus
von MIF unterscheidet und unterschiedliche Bindungsoberflachen und/oder
Konformationen beinhaltet 64.

Die D-DT-CD74 Bindung kann, ahnlich wie die MIF-CD74 Bindung, einen protektiven
Effekt auslosen (Abbildung 4). Im Herzen initiiert D-DT-CD74 einen, durch AMPK
vermittelten, protektiven Mechanismus, da D-DT wichtige autokrine/parakrine Effekte
wahrend der I/R aufweist, die das Herz vor Verletzungen schiitzen 6. AuRerdem weist
rD-DT eine antifibrotische Wirkung in kardialen Fibroblasten auf, indem es die TGF[3-
induzierte SMAD-2-Aktivierung hemmt 7. Des Weiteren kann ein protektiver Effekt
durch D-DT-CD74 in der Niere beobachtet werden, auf den im nachfolgenden Kapitel

naher eingegangen wird.

1.7.2.3. Protektiver Effekt von D-DT in der Niere

D-DT induziert in akutem Nierenversagen in vivo, nach einer bilaterale I/R, starke
regenerative Effekte auf proximale Tubulusepithelzellen durch Sekretorische-
Leukozyten-Protease-Inhibitor (SLPI)- und Aktivierender-Transkriptionsfaktor 4
(ATF4)-abhangige Mechanismen 8. Die Zellproliferation wird durch SLPI-abhéngige

Aktivierung von Cyklin D1 und Cyklin T2 und die Zellregeneration durch Autophagie
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ATF4-abhangige Aktivierung ausgelost 8. AuRerdem zeigte ein Ddt-KO signifikant
starkere tubuldre Schaden nach einer Nierenfibrose-Induktion durch eine /R
verglichen mit WT-Mausen 68, Hingegen verbesserte die Gabe von D-DT die tubulare
Schadigung 8. Dies kann darauf hindeuten, dass D-DT einen therapeutischen Nutzen
in der Behandlung bei akutem Nierenversagen haben konnte (Abbildung 4). Die Rolle

von D-DT in der Nierenfibrose bleibt ungeklart.
A B

sCD74 sCD74

CXCR2/4/7 CXCR4/7
rotektiver Effekt:
Inflammation: g Nierelr‘wlﬁbrose protektiver Effekt: protektiver Effekt:
Rekrutierung Reparatur des Herz (I/R)
Makrophagen schédlicher Effekt: Lungenepithels Niere (AKI)

Glomerulonephritis

Abbildung 4: Die Interaktionen von MIF und D-DT.

A. Der Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF) bindet an CXCR2, CXCR4 und CXCR7 und
rekrutiert auf diesem Wege Makrophagen. MIF bindet auRerdem an CD74 und I6st die Komplexbildung
mit CD44 aus, dies resultiert in einem protektiven Effekt in der Nierenfibrose und einem schadlichen
Effekt in der Glomerulonephritis. Diese Interaktion kann durch den Inhibitor 4-IPP und den spezifischen
Inhibitor ISO-1 verhindert werden. MIF bindet ebenso an den I8slichen (s) CD74 Rezeptor und 16st eine
kompetitive Hemmung von D-DT aus. B. D-Dopachrom Tautomerase (D-DT) bindet an CXCR4 und
CXCRY und lI6st dadurch einen protektiven Effekt in der Lunge durch die Reparatur des Lungenepithels
aus. D-DT bindet auerdem an CD74 und l6st die Komplexbildung mit CD44 aus, wodurch ein
protektiver Effekt im Herzen nach einer I/R und in der Niere nach einer AKI ausgelost wird. Diese
Interaktion kann durch den Inhibitor 4-IPP und den spezifischen Inhibitor 4-CPPC verhindert werden. D-
DT bindet ebenso an den sCD74 Rezeptor und I6st eine kompetitive Hemmung von D-DT aus. (Erstellt

mit Biorender.com)
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2. Ziel der Doktorarbeit

Der Zusammenhang zwischen D-DT und der Nierenfibrose ist derzeit unerforscht. Es
konnte bereits in einer praklinischen Studie gezeigt werden, dass das homologe
Protein von D-DT, MIF, in progressiven chronischen Modellen der Nierenfibrose
protektiv.  wirkt, hingegen beeinflusst es immunvermittelte glomerulare
Nierenerkrankungen negativ. MIF kann deshalb nur bedingt als Therapeutikum gegen
Nierenfibrose verwendet werden. Aufgrund der derzeit verdffentlichten protektiven
Eigenschaft von D-DT und der Tatsache, dass D-DT bei Entziindung in geringerem
MalRe beteiligt ist, wird vermutet, dass D-DT bei interstitieller Nierenfibrose
therapeutisch eingesetzt werden kann.

Das Ziel der Doktorarbeit ist die Identifizierung der Rolle von D-DT in der Nierenfibrose.
Dafur wurde zunachst die Lokalisierung von D-DT in der gesunden und fibrotischen
Niere geklart. Die Expression von D-DT in der Nierenfibrose wurde in vivo durch die
Nierenfibrose-Modelle (UUO und I/R) und Patientenbiopsien, mittels
Immunhistochemie, Immunfluoreszenz, Real time Polymerasen Kettenreaktion (RT-
PCR), RNA-in-situ-Hybridisierung, Western Blot und Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) analysiert. Offentlich verfigbare Datensatze und Arrays wurden zudem
reanalysiert und durch in vitro-Studien mit humanen embryonalen Nierenzellen (HEK
293T) erganzt. Die funktionelle Rolle von D-DT in vivo wurde in Ddt-KO-Mausen im
Vergleich zu WT-Geschwistermausen und durch Verabreichung von rekombinantem

D-DT in WT-Mausen in einem Fibrosemodell (UUO) analysiert.
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3. Material & Methoden

Der Material- und Methodenteil ist nach Standardprotokollen der Nephropathologie der
Uniklinik RWTH Aachen verfasst und diese wurden entsprechend individuellen

experimentellen Anderungen angepasst.

3.1. Material

3.1.1. Reagenzien/Chemikalien

Name Hersteller

4-(3-Carboxyphenyl)-2,5-Pyridindicarboxylsaure Biomol

4-lodo-6-Phenylpyrmidin Tocris
Amphotericin-B Gibco™
Ammonium Hydroxid Roth

Antigen-Demaskierungslésung, auf _
. . . Vector Laboratories
Zitronensaurebasis

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe Bepanthen
Bromphenol blau (1 %) Roth

BSA (Bovines Serumalbumin) Serva

BSA Standard fur Protein-Assays Optima Interchim
Carprofen (50 mg/ml) Rimadyl
Chloroform Applichem

DAB (3,3'-Diaminobenzidin) Merck Sigma-Aldrich
DAPI (4',6-Diamidin-2-Phenylindol- _
Dihydrochlorid) Thermo Fisher
dATP Roth

dCTP Roth

dGTP Roth

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(Na2HPO4 x 2 H20)

Dinatriumhydrogenphosphat-Hydrat (NaH2POa4 . _
Merck Sigma-Aldrich
x H20)

Merck Sigma-Aldrich
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DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium),

hohe Glukose, GlutaMAX™

DMEM/F12

DMSO (Dimethyl Sulfoxid, C2HsSO)
dTTP

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

EGTA (Ethylenglycolbis(aminoethylether)-
N,N,N’,N'-tetraessigsaure)

Eisenoxid, Puder 97 %

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)
Essigsaure (100 %)

Ethanol (100 %)

Ethanol (70 %)

FKS (Fetales Kalberserum)

First Strand Buffer

Formaldehyd Lésung 37 % (CH20)
Glycerin

Halt™ Protease & Phosphatase Inhibitor
Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100x)
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonsaure)

Hamatoxylin-L6ésung modifiziert nach Gill Il
Histokitt

Hydrokortison (Hydrocortison-21-
Hydrogensuccinat Natriumsalz)
Immu-Mount

Isofluran Florene

Isopropanol

Isotone 0,9 % Kochsalzlésung (NaCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Ketamin

Kollagenase IV

Lackstift

Gibco™

Gibco™

MP

Roth

Merck Sigma-Aldrich

Merck Sigma-Aldrich

American Elements
Immuno Tools

Roth

Werner Hofman
Werner Hofman
Gibco™

Invitrogen

Merck Sigma-Aldrich
Merck Sigma-Aldrich
Thermo Scientific

Thermo Fisher Scientific
Roth

Merck Sigma-Aldrich
Carl Roth IHC

Specifications

materials

Pfizer Pharma GmbH, Pharmacia
GmbH

Shandon

Abott

VWR

B. Braun

Supelco

Serumwerk Bernburg

Worthington Biochemical

VWR
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Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck Sigma-Aldrich

Maisol Sigma-Aldrich

MES SDS Laufpuffer (20x) NuPage Invitrogen

Methanol VWR

Methylgrin Merck Sigma-Aldrich
M-MLV Reverse Transkriptase Thermo Fisher Scientific
MOPS SDS Laufpuffer (20x) Invitrogen
Natriumacetat (NaCHsCOO) Roth

Natriumchlorid (NaCl) VWR Chemicals
Natriumdodecylsulfat (SDS, C12H2sNa04S,

10 %) Roth

Natriumhydroxid (NaOH, 1 M) Merck Sigma-Aldrich
Natriumhydroxid (NaOH, 5 M) Merck Sigma-Aldrich
Nonidet P-40 Sigma-Aldrich Chemie
NuPAGE™ 10 %, Bis-Tris, 1,5mm, Mini Protein .

Gele Invitrogen

O.C.T. Compound TissuTek®

Paraffin Roth

PBSpH 7,4 Gibco
Penicillin/Streptomycin Gibco

Pierce™ ECL Western Blot Substrat Thermo Fisher Scientific
Primer random Roche

RNAlater® Losung Ambion Inc.
RNAscope™ Protease IV ACDBio

RNAscope™ Protease Plus ACDBio

RNAscope™ Target Retrieval Reagent ACDBio

RNAscope™ Wash buffer ACDBiIo

RNasin® Ribonuklease Inhibitor Promega

Salzsaure (HCI, 1 M) Applichem

Salzsaure (HCI, 37 %) Roth

Schiffs Reagenz Merck

Spectra Multicolor Broad Range Protein Marker Thermo Scientific
Spectra Multicolor High Range Protein Marker — Thermo Scientific

SuperSignal™ West femto Thermo scientific



SYBR Green | Eurogentec

Trichloressigsaure (TCA, C2HCI30z2) Alfa Aesar

Tris Ultra-rein MP Biomedicals, LLC
Triton X-100 Applichem

Trypan blau ThermoFisher Gibco
Trypsin-EDTA (0,25 %) Thermo Fisher Scientific
TWEENZ20 Merck Sigma-Aldrich
Tween-20 Biorad

VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium Vector Laboratories
VisUCyte Antigen Retrieval Reagent-Universal R&D

Wasserstoffperoxid (30 %) Roth
Xylazin WDT
Xylol Roth
Zitronensaure Merck Sigma-Aldrich
B-Mercaptoethanol Merck Sigma-Aldrich

3.1.2. Stimulanzien

Stimulanzien Hersteller
Bromdesoxyuridin (BrdU) Thermo Fisher
D-Dopachrom Tautomerase (D-DT) Novus

Makrophagen-Migrations-Inhibitions Faktor
Sino Biological

(MIF)

Transforming Growth Factor-3 (TGFf) Gibco

3.1.3. Kits

Kit Hersteller
Avidin/Biotin blocking kit Vector Laboratories
BCA assay: Protein assay kit Optima Interchim
Cell Proliferation ELISA Roche

Drop DAB substrate kit, peroxidase (HRP) (3,3- .
Vector Laboratories

diaminobenzidine)

Human DDT / Dopamine Tautomerase

(Sandwich ELISA) ELISA Kit - LS-F22186

LSBio



Human/Mouse AKT Pathway Phosphorylation
Array C1
Human/Mouse MAPK Phosphorylation Array

In Situ Cell Death Detection Kit, TMR rot

Mouse Apoptosis Array C1

Mouse DDT / Dopamine Tautomerase (Sandwich
ELISA) ELISA Kit - LS-F15772

Mouse MIF (Sandwich ELISA) ELISA Kit - LS-
F5436

Opal 650 Reagent Pack

Qubit Protein Broad Range Assay

RNA Scope Multiplex Fluorescent Reagent Kit v2
RNeasy plus mini kit

RT-PCR 10-SN10-05

VECTASTAIN® Elite® ABC-HRP kit, peroxidase
(Standard)

3.1.4. Verbrauchsmaterialien

RayBiotech

RayBiotech
Roche

RayBiotech

LSBio

LSBio

Akoya
Invitrogen

ACDBio
Qiagen

Eurogentec

Vector Laboratories

Name Hersteller
10 ul Pipettenspitzen Starlab
1000 pl Pipettenspitzen Starlab
200 ul Pipettenspitzen Starlab

Amersham Protran® Nitrozellulosemembran
0,2 um

Amersham Protran® Nitrozellulosemembran
0,45 ym

Ampuwa

Deckglaser (24x24 mm)

Glaskapillaren, heparinisiert @ 0,8 mm
Kanule, 21G %*

Kanule, 27G %*

Kryoréhrchen (2 ml)

GE Healthcare

GE Healthcare
Fresenius Kabi
Roth

Hilgenberg

BD Microlance™
BD Microlance™

Simport Scientific
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Mahlkugeln

Nahtmaterial Mersilene® 5,0

Nitril® X-Long Nitrilhandschuhe, M
NuPAGE™ 10 %, Bis-Tris, 1,5 mm, mini
Protein Gele

NuPAGE™ 4-12 %, Bis-Tris, 1,5 mm, mini
Protein Gele

NuPAGE™ 7 %, Tris-Acetate, 1,5 mm, mini
Protein Gele

Objekttrager (Superfrost plus)
Operationsbesteck

Parafilm

PCR-Platte (96-Vertiefungen)
Perfusorspritze, Original-Perfusor®, 50 ml
Pipetten (10, serologisch)

Pipetten (25, serologisch)

Pipetten (5, serologisch)

Reaktionsgefalle (0.5 ml)
Reaktionsgefalle (1.5 ml)
Reaktionsgefalle (2 ml)

Schraubgefal (15 ml)

Schraubgefaf’ (50 ml)

Serumrdhrchen (Z-Serum-Gel)

Sieb, BD Falcon™ cell stainer, 100 pm
Skalpell Feather Disposable Scalpel No 15
Spritze, 1 ml BD Plastipak™

TissueTek® Einbettkassetten

Trans-Blot Turbo mini-size transfer stacks

TransBlot Turbo, mini-size 0,2 um Nitrozellulose

TransBlot Turbo, mini-size LF PVDF
Membranen

Trockeneis

QIAShredder

Zellkulturflasche (250 ml, T75)

RETSCH
Ethicon
Meditrade

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

epredia

Fine Scientific Tools
Bemis

Biorad

B. Braun

Corning Labomedic
Corning Labomedic
Corning Labomedic
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Greiner

Greiner

Sarstedt

BD Bioscience
Feather Safety Razor Co LTD
Becton Dickinson
Sakura

Biorad

Biorad

Biorad
Uniklinik Aachen
Qiagen

Greiner
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Zellkulturplatten (96-Vertiefungen) Falcon™
Zellkulturplatten (6-Vertiefungen) Falcon™
Zellschaber

Greiner
3.1.5. Gerate
Gerate Hersteller
Aperio AT2 DX Leica

Blutdruckmesssystem CODA Standard
Brutschrank

COMET™

Dampfgarer

Elektrophorese System
Gefrierschrank (-20 °C)
Heizblock

iBright FL 1500

Kauter Erbotom Acc 450
Klhlschrank (4 °C)

Magnet Dyna Mag ™-2
Metabolischer Kafig (3600M021)
Microskop LEICA DM750
Microskop Zeiss Axio Imager
Mikrowelle MW 802

NanoDrop 2000

NuPAGE Novex Elektrophorese-System
Objekttrager-Hybridisierungsofen, InSlide Out™

Ofen

PCR System (7300 Real Time PCR)
pH-Meter FiveEasy Plus

Pipetten

Pipetus-Akku

Plattenzentrifuge

PowerPac universal
Prazisionswaage ABJ320-4NM

Kent Scientific

Thermo electron corporation

Lunaphore

Braun

Biorad

Bosch

Thermo Scientific
Invitrogen

Erbe

Bosch

Invitrogen Dynal
Tecniplast

Leica

Zeiss

Exquisit

peglab

Invitrogen

Boekel Scientific
Memmert
Applied Biosystems
Mettler Toledo
eppendorf
Hirschmann Laborgerate
Starlab

Biorad

Kern
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Qubit 4

Rasierer Favoritta Il
Rotationsmikrotom CUT5062
Schwingmuhle MM 400 MM400

Sterile Arbeitsbank (Zellkultur) Hera safe
Tecan infinite M200 (Microplate reader)

Thermocycler (ThermoMixer C)
TiefkUhlschrank (-80 °C)

Tischzentrifuge

Turboblotter (Trans-Blot turbo, Transfer system)

Uberkopfschiittler
Ultraschallbad 220

Vaskulare Klemme

Invitrogen
Aesculap

Slee

Retsch

Heraeus

Formax Technologies
Eppendorf
Thermo scientific
Biozym

Biorad

Starlab
Bransonic

Fine Science Tools GmbH

Vortex-Genie 2 G-560E Heidolph
Waage EMS-3000-2 Kern
Warmeplatte TC-1000 Temperature Controller ~ CWE Inc
Wasserbad GFL
Wasserbad fur Paraffinschnitte Barnstead
Zentrifuge 5427 R Eppendorf
Zentrifuge 5430 R Eppendorf
3.1.6. Primarantikorper
Verdiinnung
Target Wirt Klonalitat Hersteller wB IHC IF Multiplex
GAPDH Maus Monoklonal  novusbio 1:1000
a-SMA Kaninchen Monoklonal  abcam 1:1000 1:500
Southern
Kollagen | Ziege Polyklonal Biotech 1:100
Southern
Kollagen lll  Ziege Polyklonal Biotech 1:100
F4/80 Ratte Monoklonal  BioRad 1:500
ErHr3 Ratte Monoklonal  Dianova 1:50
BD
CD45 Ratte Monoklonal  Bioscience 1:200
Sigma
MIF Kaninchen Polyklonal Aldrich 1:500
D-DT Kaninchen Polyklonal Abcam 1:500 1:500 1:100 1:100
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Sigma

CD74 Kaninchen Polyklonal Aldrich 1:100

BrdU Maus Monoklonal  R&D 1 ug/ml

Aquaporin 1 Kaninchen Monoklonal  abcam 1:2000
Calbindin Kaninchen Monoklonal ~ abcam 1:600
SLC12A Kaninchen Monoklonal ~ abcam 1:2000
CD31 Kaninchen Monoklonal ~ abcam 1:600
CD13 Kaninchen Monoklonal ~ abcam 1:700
THP Kaninchen Polyklonal ~ Santa Cruz 1:100
Aquaporin 2 Kaninchen Monoklonal  abcam 1:1000
UMOD Kaninchen Monoklonal ~ abcam 1:4000
Ki-67 Kaninchen Monoklonal  abcam 1:250

3.1.7. Sekundarantikorper

Name Wirt Isotyp Konjugat Hersteller
Anti-Kaninchen Ziege lgG Biotin Vector laboratories
Anti-Ziegen Kaninchen IgG Biotin Vector laboratories
Anti-Ratten Kaninchen IgG Biotin Vector laboratories
Anti-Maus Ziege IgG2a Biotin Vector laboratories
Anti-Kaninchen Affe lgG Alexa Flour 647 Jackson/Dianova
Anti-Kaninchen Affe lgG Alexa Flour 488 Invitrogen
Anti-Kaninchen Affe IgG Alexa Flour 647 Invitrogen
Anti-Kaninchen Ziege IgG HRP Invitrogen

Anti-Maus Ziege lgG HRP Invitrogen
Anti-Kaninchen Ziege lgG Alexa Flour Plus 555 Lunaphore
Anti-Kaninchen Ziege IgG Alexa Flour Plus 647 Lunaphore
Anti-Maus Ziege IgG Alexa Flour Plus 555 Lunaphore
Anti-Maus Ziege lgG Alexa Flour Plus 647 Lunaphore

3.1.8. Farbstoff

Farbstoff

Emission

Kanal

Hersteller

Opal 650

650 nm

Cy5

Akoya
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3.1.9. Primer

Primer Organismus Sequenz (5° zu 3°) Hersteller
Ddt vorwarts Maus CCGCGTGAGCGTTACGATA Invitrogen
Ddt rickwarts Maus AGAGACCAGAAGGTGAGCACA Invitrogen
DDT vorwarts Human GATACTTATCCGCTTTTTCCCC  Invitrogen
DDT rickwarts Human AGAAGCAGCCAGTTCACAG Invitrogen
Gapdh vorwarts Maus GGCAAATTCAACGGCACAGT Invitrogen
Gapdh ruckwarts  Maus AGATGGTGATGGGCTTCCC Invitrogen
GAPDH vorwarts  Human AGCCACATCGCTCAGACACC Invitrogen
GAPDH rickwarts Human GCGCCCAATACGACCAAA Invitrogen
RNA18SN1

vorwarts Human GCAGAATCCACGCCAGTACAAG Invitrogen
RNA18SN1

rickwarts Human GCTTGTTGTCCAGACCATTGGC Invitrogen
ActaZ2 vorwarts Maus AAGCATTTGCGGTGGACAAT Invitrogen
ActaZ2 ruckwarts Maus CCTTCCAGCAGATGTGGATCA Invitrogen
ACTAZ2 vorwarts Human CTATGCCTCTGGACGCACAACT Invitrogen
ACTAZ2 rickwarts  Human CAGATCCAGACGCATGATGGCA Invitrogen
3.1.10. Sonden

Sonde Organismus Sondentyp System Hersteller
Ddt Maus C1 RNAScope Multiplex ACDBio
3.1.11. Zelllinien und Medien
3.1.111. Primare renale Tubulusepithelzellen

Die renalen Tubulusepithelzellen wurden aus murinen Nieren gewonnen und als

adharente Primarkultur gezuchtet. Die Isolation wird in Kapitel 1.20.4 beschrieben.
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Bestandteil Endkonzentration

DMEM F12 Advanced 500 mi
Penicillin 100 U/ml
Streptomyzin 100 U/ml
HEPES 1M
Hydrokortison 50 ng/ml
L-Glutamin 2mM
Epidermaler Wachstumsfaktor 100 pg/ml
(EGF)

3.1.11.2. HK-2 Zellen

HK-2 Zellen sind humane epitheliale Tubulusepithelzellen. Es handelt sich um eine

adharent wachsende, immortalisierte Zellkultur.

Bestandteil Endkonzentration
DMEM F12 500 ml

Penicillin 100 U/ml
Streptomyzin 100 U/ml
L-Glutamin 2mM

3.1.11.3. HEK293T Zellen

HK-2 Zellen sind humane embryonale Nierenzellen. Es handelt sich um eine adharent

wachsende, immortalisierte Zellkultur.

Bestandteil Endkonzentration
DMEM, hohe Glukose, GlutaMAX™ 500 ml

Penicillin 100 U/ml
Streptomyzin 100 U/ml

3.1.12. Humane Nierenbiopsien

Die anonymisierten humanen Nierenbiopsien stammen von Patienten mit
fortgeschrittener Hydronephrose oder chronischer Pyelonephritis. Bei den
Kontrollnieren handelt es sich um Nephrektomien entweder von tumorfernen
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Bereichen von Nierenzellkarzinom-befallenen Nieren sowie Trauma-bedingte

Nephrektomien, ohne offensichtliche pathologische Veranderungen. Die Proben

wurden unter Genehmigung der lokalen Ethikkommission der RWTH Aachen

(EK244/14, EK042/17 und EK016/17) verwendet.

3.1.13. Offentliche Datenbanken

Die in dieser Dissertation analysierten Datensatze sind im Gene Expression Omnibus

Repository (GEO) unter den folgenden Zugriffsnummern verfugbar: GSE36496 und

GSE76882. Aulderdem wurden nierenspezifische Single Cell Datensatze mittels des

Online Analyzers https://humphreyslab.com/SingleCell/ analysiert.

3.1.14. Software

Software Hersteller

Aperio ImageScope Leica

Bio-Rad CFX Maestro BioRad

Biorender Biorender

GEO2R NCBI

GPowerNT HHU

GraphPadPrism Graphpad Software, Inc.

HORIZON Software
iBright Analysis Software
Imaged

Magellan Version VI
Mendeley

Office365

Photoshop

QuPath

Serial Cloner

Zeiss Zen

Lunaphore
Thermo Fisher
Wayne Rasband
Medentis medical
Mendeley
Microsoft

Adobe

Dr. Pete Bankhead
Serial Basics

Zeiss
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3.2. Methoden

3.2.1. Tierexperimentelle Methoden

3.21.1. Tierhaltung
Die Haltung der Mause erfolgte wie im TVA 81-02.04.2018.A251 beschrieben. Die

Versuchstiere wurden am Institut fir Versuchstierkunde der Uniklinik Aachen gehalten,
gemal der nach § 11 TierSchG erteilten Erlaubnis. Als international anerkannte
Normen fur die Haltung von Versuchstieren galt das deutsche Tierschutzgesetz und
die Tierschutzversuchstierverordnung, die EU-Richtlinie 2010/63 und die publizierten
Empfehlungen der Federation of European Laboratory Animal Science Associations
(FELASA) und der Gesellschaft fir Versuchstierkunde (GV-SOLAS).

Die Tiere wurden in geschlossenen Barrieresystemen gehalten. Die Tierhaltung
erfolgte in einem 12-Stunden-Tag-/Nachtzyklus bei einer Raumtemperatur zwischen
20 und 24 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 45-65 %. Es wurde eine tagliche Kontrolle
des Allgemeinbefindens der Tiere durchgefihrt.

Die Grundversorgung der Tiere (Futtern, Tranken, Umsetzen in frische Kafige) oblag
den Versuchstierpflegern des Instituts fur Versuchstierkunde der Uniklinik Aachen. Das

Futter- und Wasserangebot erfolgte ad libitum.

3.21.2. Unilaterale Ureterobstruktion (UUO)

3.2.1.2.1. Carprofen-Analgesie

Konzentration Carprofen: 5 mg/kg Koérpergewicht
Verdiinnung in 0,9 % Kochsalzlésung (NaCl)

3.2.1.2.2.  Ketamin/Xylazin-Narkose

Konzentration Ketamin: 100 mg/kg Kérpergewicht
Konzentration Xylazin: 10 mg/kg Kérpergewicht
Verdiinnung in 0,9 % Kochsalzlésung (NaCl)

In diesem Modell einer primar interstitiellen Nierenfibrose wird durch unilaterale
Ureterobstruktion (UUO) und einem daraus resultierenden Aufstau in den ableitenden
Harnwegen, eine Hydronephrose induziert. Es entwickelt sich innerhalb weniger Tage
eine tubulointerstitielle Schadigung mit Fibrose. Die UUO erfolgte wie im
Tierversuchsantrag (TVA) 81-02.04.2018.A251 beschrieben. Das Ziel der Versuche
war es, die funktionelle Rolle von D-DT in der Nierenfibrose zu ermitteln.
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Fur die UUO erfolgt die Analgesie durch Carprofen mindestens 30 min vor der
Operation (OP) in der Dosierung 5 mg/kg, subkutan (s.c.). Daran angeschlossen
wurden die Mause fur ca. 15 min in eine Allgemeinnarkose (Ketamin und Xylazin
intraperitoneal (i.p.) (100 bzw. 10 mg/kg) mit einem finalen Volumen von 10 ul/g Maus
gelegt.

Die OPs wurden von PD Dr. Sonja Djudjaj durchgefihrt. Die Tiere wurden auf eine
Warmeplatte gelegt, welche Uber einen Uberhitzungsschutz verfiigte, indem die
Temperatur der Maus mittels Analsonde ununterbrochen gemessen und die
Temperatur der Platte entsprechend reguliert wurde. Die Augen wurden mit
Bepanthen-Salbe vor dem Austrocknen geschitzt. Die Reflexe (Schwanzspitzen, Lid-
und Zwischenzehen) wurden anschlielend getestet. Wies die Maus keine Reflexe
mehr auf, wurde das Fell im Bauchbereich rasiert. Nachfolgend wurde die Maus auf
der Warmeunterlage in Ruckenlage mit Klebestreifen an den Pfoten vorsichtig fixiert
und die Haut mit einem hautfreundlichen Desinfektionsmittel desinfiziert. Dann erfolgte
eine mediane Langslaparotomie (ca. 2-3 cm Schnittlange) und die linke Niere wurde
freigelegt und der Nierenhilus dargestellt. Der linke Ureter wurde durch Elektrokauter
mittig ligiert. AnschlieBend wurden die Muskelfaszie sowie die Haut mit einer
fortlaufenden Naht (5,0, geflochten, Mersilene) verschlossen. Anschliel3end erwachte
das Tier unter Beobachtung in einem separaten Kafig, der halbseitig mit einer
Infrarotlampe beleuchtet ist, um ein Auskuhlen des Tieres zu vermeiden.

Die Analgesie erfolgte durch Carprofen in der Dosierung von 5 mg/kg s.c. ca. 24 h,
48 h und 72 h nach der OP. Die Tiere wurden post OP drei Tage lang zweimal taglich
kontrolliert. AnschlieRend erfolgte einmal taglich eine Visite der Tiere. Fir das
Versuchsvorhaben wurden transgene mannliche Mause im Alter von 8-14 Wochen
verwendet. Fur jeden Zeitpunkt (Tag 2, Tag 5, Tag 10) wurden jeweils acht Mause des

Genotyps Ddt -/- sowie acht Wildtyp (WT) Geschwistertiere verwendet.

3.2.1.2.3.  D-DT Interventionsstudie

Um D-DT als mdgliches therapeutisches Ziel fur die Behandlung der Nierenfibrose zu
Uberprufen, wurden praventive Interventionen mit rD-DT und 4-IPP durchgeflhrt. Das
rD-DT wurde verabreicht, um eine Uberexpression von D-DT in vivo zu erzeugen. 4-
IPP wurde verabreicht, um eine Inhibition von D-DT zu erzielen. Fur das

Versuchsvorhaben wurden mannliche WT-Mause im Alter von 8-14 Wochen
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verwendet. Jeweils acht Mausen der Kontrollgruppe wurde das Vehikel und acht
Mausen wurde die jeweilige Substanz verabreicht.
Konzentrationen und Applikationen:
e rD-DT: 5 ng/g KG in 100 pl NaCl i.p. taglich (praventiv: ab Tag -2)
e 4-|PP: 50 pg/g KG in 100 pl 10 % DMSO in 90 % Maisol i.p. taglich (praventiv:
ab Tag -2). Sowie in einer Austestung 5 pug/g KG in 100 pl 10 % DMSO in 90 %
Maisél (praventiv: ab Tag -2)

3.21.3. Ischamie-Reperfusion (I/R)

Carforfen-Analgesie (3.2.1.2)
Ketamin/Xylazin-Narkose (3.2.1.2.2)

Dieses Modell ist durch anhaltende Entzindung und progrediente interstitielle Fibrose
gekennzeichnet, die durch einen Ischamie/Reperfusions (I/R)-Schaden initiiert wird.
Aufgrund der Ischamie werden Nekrosen in den Tubulusepithelzellen ausgeldst,
wodurch es in Folge zu einer akuten Entzindung kommt. Diese ist am besten am Tag
1 zu beobachten, wobei spatere teils resorptive Entzindungen am Tag 14 und eine
Fibrose am Tag 21 mit chronischer Nierenschadigung, die durch progressive
tubulointerstitielle Fibrose und Funktionsverlust gekennzeichnet ist, erkannt werden
kénnen. Die I/R erfolgte wie im TVA 81-02.04.2018.A251 beschrieben.

Fir die I/R erfolgte die Analgesie durch Carprofen (5 mg/kg) vor der OP (mind. 30 min
vorher). Daran angeschlossen wurden die Mause fur ca. 40 min in eine
Allgemeinnarkose (Ketamin und Xylazin i.p.) (100 bzw. 10 mg/kg mit einem finalen
Volumen von 10 pl/g Maus) gelegt.

Die OP wurde von PD Dr. Sonja Djudjaj durchgefuhrt. Dafir wurden die Mause auf
eine Warmeplatte tberfiihrt, welche Uber einen Uberhitzungsschutz verfligt, indem die
Temperatur des Tieres mittels Analsonde ununterbrochen gemessen und die
Temperatur der Platte entsprechend reguliert wurde. Die Augen wurden mit
Bepanthen-Salbe vor dem Austrocknen geschitzt. Die Reflexe (Schwanzspitzen, Lid-
und Zwischenzehen) wurden getestet. Wies die Maus keine Reflexe mehr auf, wurde
das Fell lateral rasiert. Nachfolgend wurde die Maus auf der Warmeunterlage in
Seitenlage gelegt und die Haut mit einem hautfreundlichen Desinfektionsmittel
desinfiziert. Anschlieldend wurde ein kleiner, ca. 1 cm lateraler Schnitt unterhalb der

Rippen durchgefuhrt, die Niere vorsichtig vorverlagert und der gesamte linke renale
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Hilus identifiziert und mit einer feinen vaskularen Klemme fur einen definierten
Zeitraum (30 min. fur einen irreversiblen Schaden) abgeklemmt. Anschlie3end wurden
die Muskelfaszie sowie die Haut mit einer fortlaufenden Naht (5,0, geflochten,
Mersilene) verschlossen. Die Analgesie erfolgte durch Carprofen in der Dosierung von
5 mg/kg s.c. ca. 24 h, 48 h und 72 h nach der OP. Die Tiere wurden post OP drei Tage
lang zweimal taglich kontrolliert. Anschliel3end erfolgte einmal taglich eine Visite der
Tiere. Fur das Versuchsvorhaben wurden transgene weibliche Mause im Alter von 8-
14 Wochen verwendet. Es wurden jeweils acht Mause des Genotyps Ddt -/- sowie acht

WT-Geschwistertiere verwendet.

3.2.1.4. Finale Nierenentnahme

Carforfen-Analgesie (3.2.1.2)
Ketamin/Xylazin-Narkose (3.2.1.2.2)

Vor der finalen Nierenentnahme wurde mind. 30 min vor Beginn des Finaleingriffs der
Méause das Analgetikum Carprofen in der Dosierung 5 mg/kg KG s.c. verabreicht, um
Schmerzen wahrend des Eingriffs vorzubeugen. AnschlieRend wurde in Vollnarkose
(Ketamin und Xylazin i.p. (100 bzw. 10 mg/kg) mit einem finalen Volumen von 10 pl/g
Maus) nach Uberprifung der Reflexe (Schwanzspitzen, Lid- und Zwischenzehen)
mittels einer heparinisierten Glaskapillare (Auf3endurchmesser 0,8 mm) einmalig
retrobulbar Blut abgenommen. Danach erfolgte die Eréffnung des Brustkorbes mit
Einschneiden der Vena cava abdominalis, Kanulierung der linken Herzkammer und
Perfusion der Tiere mit ca. 40 ml sterilem NaCl. Dies erfolgt, damit die Erythrozyten in
der Niere herausgespult werden und die durch das Hamoglobin ausgeldste
Erythrozyten- Eigenfluoreszenz die histologischen Farbungen nicht beeinflusst. Nach
der Perfusion wurde die Eréffnung des Abdomens und die Entnahme der Nieren
durchgefihrt. Der Tod trat nach der Perfusion durch vollstandiges Ausbluten ein. Alles

erfolgte in Vollnarkose, ohne dass die Maus aus der Narkose erwachte.

3.2.1.5. Serumgewinnung

Die Blutabnahme erfolgte am narkotisierten Tier (3.2.1.4). Um das Serum des Blutes
zu erhalten, wurde das Blut in Z-Serum-Gel Réhrchen aufgefangen. Anschliel3end

wurden die Réhrchen bei 1380 relative Zentrifugalbeschleunigung (g) bei 4 °C far 10
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min zentrifugiert. Das Serum wurde vorsichtig von den pelletierten Blutzellen getrennt

abgenommen und bei -80 °C gelagert.

3.2.1.6. Gewebefixation

3.2.1.6.1. Formalin

29 mM NaH2PO4 x H20

45,8 mM Naz2HPO4 x 2 H20

10 % (v/v) 37 % Formalin

In Reinstwasser

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

3.2.1.6.2. Methacarn

3,72 M Chloroform
1,75 M Essigsaure (100 %)
14,84 M Methanol

Um das Gewebe fur moglichst viele Untersuchungen nutzen zu kénnen, wurde jede
Niere mit Hilfe eines Skalpells zerteilt. Zunachst wurde die Niere im Langsschnitt
halbiert. Eine Halfte wurde durch einen Querschnitt geteilt und beide Teile wurden fur
histologische Untersuchungen verwendet. Die andere Nierenhalfte wurde gedrittelt
und fur Protein- und RNA Proben, sowie Gefrierschnitte verwendet. Die entstandenen
Stlicke wurden auf verschiedene Arten konserviert. Fir histologische Untersuchungen
wurde ein Teil der Niere in Methacarn und ein Teil in Formalin fixiert; ein weiterer Teil
wurde fur Gefrierschnitte verarbeitet.
Die entsprechenden Gewebestlcke wurden mindestens 24 h bei 4 °C in Formalin bzw.
Methacarn fixiert. AnschlieRend wurden sie in einem Entwasserungsautomaten
dehydriert. Dieser Schritt wurde vom Interdisziplinaren Zentrum fir Klinische
Forschung (IZKF) der Uniklinik Aachen Ubernommen. Nachfolgend wurden die
entwasserten Gewebestlcke in Paraffin (Roth) eingebettet und bei RT gelagert.
Far die Gefrierschnitte wurde das Gewebe in O.C.T. Compound (TissueTek®)
eingebettet und in Methylbutan (gelagert auf Trockeneis) eingefroren. Fir den Erhalt
von Protein und RNA aus dem Gewebe wurde die Medulla der Niere entfernt, da in
den Protein- und RNA-Analysen nur der kortikale Bereich der Niere betrachtet wurde.
Der Grund dafur ist die unterschiedliche Genexpression in der Medulla und im Cortex.
Die Proteinprobe wurde in Trockeneis schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die
Proben fur Genexpressionsanalysen wurden in einer RNAlater® (Ambion Inc.) fir 24 h
bei 4 °C fixiert und anschlieRend bei -80 °C gelagert.
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3.2.2. Histologische Methoden

3.2.2.1. Herstellen von Gewebeschnitten

Zur Herstellung von Gewebeschnitten wurden 1 um diinne Schnitte von den Gewebe-
Paraffinblockchen auf einem Rotationsmikrotom angefertigt. Die Schnitte wurden mit
Hilfe eines Pinsels aufgenommen, auf die Oberflache eines Wasserbades (42 °C)
abgelegt und von dort auf Objekttrager Uberfihrt. Dann wurden sie Uber Nacht bei

50 °C im Ofen getrocknet und anschliel3end bei RT gelagert.

3.2.2.2. Perjodsaure-Schiffs-Reagenz-(PAS)-Farbung
3.2.2.2.1. 2 % Perjodséure

88 mM Perjodsaure in Reinstwasser

Die Perjodsaure-Schiffs-Reagenz (PAS)-Farbung ist eine zytochemische Farbung, die
durch eine pink bis magentarote Anfarbung von Glykolgruppen, eine gute Ubersicht
Uber Gewebestrukturen verleint. Hamatoxylin sorgt durch Bindung an die
Phosphatgruppen von Nukleinsauren flir eine blaue Kontrastfarbung der Zellkerne.
Zunachst wurde der Gewebeschnitt entparaffiniert. Der Gewebeschnitt wurde dafir
dreimal fir jeweils finf Minuten (min) in Xylol inkubiert bei mehrmaliger Auf- und
Abbewegung. Anschliel3end folgten 3 x 2 min Inkubation in 100 % Alkohol (EtOH), bei
mehrmaliger Auf- und Abbewegung, sowie 2 x 2 min Inkubation in 95 % EtOH und 1 x
2 min Inkubation in 70 % EtOH. Der Schnitt wurde anschlieliend zweimal flr 5 min in
Reinstwasser gewaschen.

Darauffolgend wurde der Schnitt zunachst 30 min mit 2 %iger Perjodsaure behandelt,
dreimal fir 2 min mit Reinstwasser gewaschen und anschlie®end 1 h in der
Schiffschen-Reagenz-Lésung im Dunkeln inkubiert. Anschlieliend wurde der Schnitt
fur 5 min unter flieRendem Leitungswasser (35 °C) gewaschen, 5 min in Hamatoxylin
inkubiert und schlie3lich 5 min in Reinstwasser inkubiert. Daran angeschlossen wurde
der Schnitt 5min in warmem Leitungswasser mit Kalziumkarbonat geblaut.
Nachfolgend wurde der Schnitt 5 min in Leitungswasser gewaschen. Die Rehydrierung
des Schnittes erfolgte kurz eindippend, zunachst 2 x in 95 % EtOH und anschlieRend
3 xin 100 % EtOH. 3 x 5 min Inkubation des Schnittes erfolgte in Xylol. Das Eindecken
des Schnittes erfolgte mittels Histokitt und eines Deckglases. Der Schnitt trocknete bei
RT.
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3.2.2.3. Immunfluoreszenz

3.2.2.3.1.  Citrat/Antigendemaskierungs-Lbsung:

1 % (v/v) ml Antigen-Demaskierungslosung, auf Zitronensaurebasis in H20

3.2.2.3.2. 10x Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

83,2 mM Na2HPOs x 2 H20

31,6 mM KH2PO4 (H20 frei)

12,3 mM NaCl

In Reinstwasser

Der pH-Wert wurde auf 7,2 — 7,4 eingestellt.

3.2.2.3.3. 1x PBS

10 % (v/v) 10x PBS (3.2.2.3.2)

In Reinstwasser

3.2.2.34. 1 % BSA/PBS:

1 % (m/v) BSA
In 1x PBS (3.2.2.3.3)

Die Immunfluoreszenz (IF) dient der Identifizierung von Proteinen in einem
Gewebeschnitt  mittels  spezifischer Primarantikorper und fluoreszierender
Sekundarantikorper.

Zunachst wurde der Gewebeschnitt entparaffiniert. Der Gewebeschnitt wurde dafir
dreimal fur jeweils funf Minuten in Xylol inkubiert bei mehrmaliger Auf- und
Abbewegung. Anschlielfend folgten 3 x 2 min Inkubation in 100 % EtOH, bei
mehrmaliger Auf- und Abbewegung, sowie 2 x 2 min Inkubation in 95 % EtOH und 1x
2 min Inkubation in 70 % EtOH. Der Schnitt wurde anschlielend zweimal flr 5 min in
Reinstwasser gewaschen.

Anschlieend wurde die Antigendemaskierung durchgefuhrt, indem der Schnitt fur 5
min in der Mikrowelle in der Citrat/Antigendemaskierungs-Lésung gekocht wurde.
Nach dem Kochen wurden die Schnitte mindestens 30 Minuten lang bei RT abgekulnhlt
und dann zweimal 5 min in 1x PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation des
Erstantikorpers fur 1 Stunde (h) in einer Inkubationskammer. Die Verdinnungen der
Antikérper in 1 % BSA/PBS erfolgten wie in der Tabelle (3.1.6) beschrieben.
Angeschlossen wurde das Waschen in 1x PBS fur 2x 5 min, sowie die Inkubation des
Zweitantikorpers fur 30 min in einer Inkubationskammer. Der Schnitt wurde gewaschen
(2 x 5 min in 1x PBS) und anschliefend wurde 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
(1:10.000 in 1 % BSA/PBS) fur 5 min auf den Schnitt gegeben. Zuletzt folgte ein
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einmaliges Waschen fur 5 min in Reinstwasser und das Eindecken des Schnittes
mittels Immumount sowie eines Deckglases. Der Schnitt trocknete tGber Nacht bei 4 °C

im Kuhlschrank.

3.224. Immunhistochemie (IHC)

1 % BSA/PBS (3.2.2.3.4)
Citrat/Antigendemaskierungs-Lésung (3.2.2.3.1)
10x PBS (3.2.2.3.2)

1x PBS (3.2.2.3.3)

3.2.2.4.1.  H20:2 Blockierlésung (3 %)

3 % (viv) H202
In Reinstwasser

3.2.2.4.2. Tris Puffer 1x pH 7,6

50,3 mM Tris

200 mM NaCl

In Reinstwasser

Der pH-Wert wurde auf 7,6 eingestellt.

3.2.2.4.3.  3,3-Diaminobenzidin (DAB)

0,176 M DAB
In 1x Tris Puffer pH 7,6 (3.2.2.4.2)
Das DAB wurde Uber Nacht im Dunkeln gel6st.

3.2.2.4.4. DAB-Lésung

175 ml 3,93 mM DAB (3.2.2.4.3)
0,023 % (v/v) H202
In 1x Tris Puffer pH 7,6 (3.2.2.4.2)

3.2.2.4.5.  Methylgriin
2 % (m/v) Methylgrin
73,5 mM Essigsaure

26,5 mM Natriumacetat
Der pH-Wert wurde auf 4,2 eingestellt und anschlieRend durch Filterpapier gefiltert.

Die Immunhistochemie (IHC) dient der lIdentifizierung von Proteinen in einem
Gewebeschnitt mittels spezifischer Primarantikdérper und enzymgekoppelter
Sekundarantikdrper, welche durch eine Enzym-Substrat-Reaktion einen Farbstoff

freisetzen konnen.
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Zunachst wurde der Gewebeschnitt entparaffiniert. Der Gewebeschnitt wurde dafur
dreimal fiur jeweils funf Minuten in Xylol inkubiert bei mehrmaliger Auf- und
Abbewegung. Anschliellend folgten 3 x 2 min Inkubation in 100 % EtOH, bei
mehrmaliger Auf- und Abbewegung, sowie 2 x 2 min Inkubation in 95 % EtOH und 1 x
2 min Inkubation in 70 % EtOH. Der Schnitt wurde anschlie3end zweimal fur 5 min in
Reinstwasser gewaschen.

Anschlieend wurde optional die Antigendemaskierung durchgefthrt, indem der
Schnitt dreimal fur 5 min in der Mikrowelle in der Citrat/Antigendemaskierungs-L6sung
gekocht wurde. Nach dem Kochen wurden die Schnitte mindestens 30 Minuten lang
bei RT abgekihlt und dann zweimal finf Minuten lang in 1x PBS gewaschen.
Nachfolgend wurde die Aktivitat der endogenen Peroxidasen mittels einer 10-
minutigen Inkubation in 3 % H202 abgeblockt. Der Schnitt wurde zweimal fir 5 min in
1x PBS gewaschen. Optional wurde das Blocken mittels des Avidin/Biotin-Kits (Vector
Laboratories) und das nachfolgende Waschen (2x 5 min in 1x PBS) angeschlossen.
Es folgte die Inkubation des Erstantikdrpers flr 1 h in einer Inkubationskammer. Die
Verdunnungen der Antikorper in 1 % BSA/PBS erfolgten wie in der Tabelle (3.1.6)
beschrieben. Angeschlossen wurde das Waschen in 1x PBS fur 2x 5 min, sowie die
Inkubation des Zweitantikérpers fur 30 min in einer Inkubationskammer. Der Schnitt
wurde gewaschen (2 x 5 min in 1x PBS) und anschlielend die ABC-HRP-L&sung des
Kits (Vector Laboratories) fur 30 min auf den Schnitt gegeben. Daran angeschlossen
wurde der Schnitt gewaschen (2 x 5 min in 1x PBS). Infolgedessen wurde der Schnitt
in der 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)-L6sung in einem 37 °C Wasserbad fur ca. 10 min
inkubiert. Nach einem einmaligen Waschen fir 2 min in Reinstwasser wurde die
Gegenfarbung mit Methylgran fur 3 min durchgefuhrt. Die Rehydrierung des Schnittes
erfolgte kurz eindippend, zunachst 2 x in 95 % EtOH und anschliel3end 3 x in 100 %
EtOH. 3 x 5 min Inkubation des Schnittes erfolgte in Xylol. Das Eindecken des
Schnittes erfolgte mittels Histokitt und eines Deckglases. Der Schnitt trocknete bei RT.

3.2.2.5. Auswertung der IHC-Farbung

Zur Auswertung der IHC-Farbungen wurden die Schnitte zunachst mithilfe des Leica
Scanners und eines zuvor generierten Barcodes eingescannt. AnschlieRend wurden
die Schnitte in der Aperio ImageScope (Leica) gedffnet und in einer 20-fachen
Vergroflerung 10 Fotos von dem Cortex angefertigt. Diese Fotos wurden zu einem

Fotostapel mit der Software Imaged (Wayne Rasband) zusammengeflgt und in ein 8-
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Bit Foto transferiert. Nachfolgend wurde ein Schwellenwert festgelegt, um die
Hintergrundfarbung von der spezifischen Farbung differenzieren zu koénnen.
Anschlieliend wurde der prozentuale Anteil der angefarbten Flache zur Gesamtflache

bestimmt.

3.2.2.6. Multiplex RNA-in-situ-Hybridisierung (RNAscope™)

3.2.2.6.1.  Antigendemaskierungs-L6ésung

10 % (v/v) 10x RNAscope ™ Target Retrieval Reagent
In Reinstwasser

3.2.2.6.2. Waschpuffer

2 % (v/v) RNAscope™ Waschpuffer
In Reinstwasser

3.2.2.6.3.  20x SCC Puffer

3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat

In Reinstwasser

Den pH-Wert auf 7,0 einstellen

Den Puffer anschliel®end autoklavieren.

3.2.2.6.4. 5x SCC Puffer

25 % (viv) 20x SCC (3.2.2.6.3)
In Reinstwasser

3.2.2.6.5. Opal

0,1 % (v/v) Opal 650
In TSA-Puffer (im Kit enthalten)

Die Multiplex RNA-in-situ-Hybridisierung wird verwendet, um mithilfe einer Sonde und
fluoreszierender Amplifikation die Expression von spezifischer mRNA zu detektieren.
Im Folgenden wird das Protokoll der Firma ACDBio verwendet und beschrieben. Das
Kit sowie die Sonden wurden zunachst auf RT gebracht. Wahrenddessen wurden die
Schnitte 1 h bei 50 °C gebacken. Anschlielliend wurden die Schnitte entparaffiniert,
indem sie 2x 5 min in Xylol inkubiert wurden, sowie 2x 2 min in 100 % EtOH. Dann
wurden die Schnitte bei RT fur ca. 5 min getrocknet. Es folgten 10 min Inkubation mit
H202 sowie zweimaliges kurzes dippen in Reinstwasser. Dann folgte die
Antigendemaskierung im Dampfgarer. Daflir wurde die Antigendemaskierungs-Lésung
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in eine Glaskuvette im Dampfgarer auf ca. 99 °C erhitzt. Es folgte die Inkubation fur 15
min. Dann wurden die Schnitte kurz in Reinstwasser gedippt und anschliel3end fir 3
min in 100 % EtOH gegeben. Getrocknet wurden sie fur ca. 5 min bei RT. Mithilfe eines
Lackstiftes wurde nachfolgend das Gewebe umrandet. Dann wurde auf die Schnitte
Protease Plus pipettiert und fur 30 min bei 40 °C in einen Objekttrager-
Hybridisierungsofen gegeben. Nachfolgend wurden die Schnitte kurz in Reinstwasser
gedippt und die Sonde/Kontrolle wurde auf die Schnitte gegeben und flr 2 h bei 40 °C
im Objekttrager-Hybridisierungsofen inkubiert. Es folgte ein zweimaliges Waschen in
Waschpuffer fur jeweils 2 min. Anschlieend wurden drei Amplifikationsschritte (Amp
1 bis Amp 3) angeschlossen. Amp1 sowie Amp2 wurden jeweils 30 min bei 40 °C
inkubiert mit jeweils zweimaligem Waschen in Waschpuffer fir jeweils 2 min. Amp3
wurde 15 min bei 40 °C inkubiert, wobei das Waschen wie zuvor beschrieben erfolgte.
Nachfolgend wurde HRP-C1 Signal entwickelt, indem die Multiplex FL v2 HRP-C1
Probe flr 15 min bei 40 °C auf die Schnitte gegeben und nachfolgend gewaschen
wurde. Das Opal wurde fir 30 min bei 40 °C inkubiert und im Anschluss gewaschen.
Dann wurde der Multiplex FL v2 HRP-Blocker fur 15 min bei 40 °C auf die Schnitte
gegeben und gewaschen. Es folgte die Inkubation mit DAPI fur 30 s bei RT. Das DAPI
wurde danach entfernt und direkt mit Vectra Mount und einem Deckglas eingedeckt.
Die Schnitte trockneten Uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank.

3.2.2.7. Tubuluspanel Lunaphore COMET™

Um Tubuli in gesunden sowie fibrotischen Nieren bestmdglich darzustellen und
Analysen zu tatigen, wurde ein Tubuluspanel fir den vollautomatisierten COMET von
Lunaphore entwickelt. Die Farbungen erfolgen automatisiert und bestehen pro
Antikorper aus drei Zyklen: Detektion des DAPI-Signals, Inkubation des jeweiligen
Primarantikdrpers und des entsprechenden Sekundarantikérpers sowie der Elution.
Die Inkubation des Primarantikorpers erfolgte jeweils flr 4 min und die Inkubation des
Sekundarantikorpers fur 2 min. Die Verdinnungen der jeweiligen Antikorper wurden in
3.1.6 beschrieben.
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Name Marker

Sammelrohr AQP2

3.2.3. Molekularbiologische Methoden
3.2.3.1. Herstellung von Proteinlysaten

3.2.3.1.1.  Bokemeyer Puffer

50,4 mM HEPES

149,9 mM NacCl

71,4 mM MgCl:

1 mM EGTA

1 % (v/v) Glycerol

0,1 % (v/v) Triton X-100

In Reinstwasser

Vor der Verwendung muss ein Protease-Inhibitor-Cocktail hinzugefiigt werden (10 pl/ml)

Die wahrend der finalen Nierenentnahme erhaltenen kleinen, schockgefrorenen
Gewebestlcke (3.2.1.4) werden fur die Proteinisolation genutzt. Zunachst wurde dem
Bokemeyer-Puffer ein Protease- und Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (10 ul/ml)
zugesetzt. Es wurden pro Gewebestick 500 yL Bokemeyer Puffer in einem 1,5 ml
Reaktionsgefald vorgelegt und mit 2-3 Mahlkugeln versetzt. AnschlieRend wurde das
aufgetaute Gewebestlck in den Puffer gegeben. Es folgte der Zellaufschluss in einer
Kugel-Schwingmuhle mit einer Frequenz von 20 Hz. Nachfolgend wurden die Proben
dreimal fir jeweils 10 s in einem Ultraschallbad aufgeschlossen. Zwischen den
Beschallungen wurden die Proben auf Eis gelagert. Dann wurden die Proben bei
10.620 g bei 4 °C fur 10 min zentrifugiert und die Uberstdnde in ein neues
Reaktionsgefal Uberflihrt. Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BC-
Assay oder Quibit (3.2.3.2; 3.2.3.3) wurden die Lysate bei -80 °C eingefroren.

3.2.3.2. Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bicinchoninsaure Assay
(BCA)

3.2.3.2.1.  BCA-Arbeitslésung

1,96 % (v/v) Reagenz B
98,04 % (v/v) Reagenz A
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3.2.3.2.2. BSA-Standardlésung
BSA-Standard (im Kit enthalten)

Verdiinnungen: 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,062 mg/ml, 0,031 mg/ml in
Reinstwasser

Der Bicinchoninsaure (BCA)-Protein-Assay ist ein kolorimetrischer Assay, der mit
detergenzldslichen Proteinldsungen kompatibel ist. Er basiert auf einer chemischen
Reaktion, in welcher Cu?*-lonen im alkalischen Milieu an die Proteine binden und einen
violetten Farbkomplex bilden.

Im Folgenden wird das Kit ,BC Assay: Protein Assay Kit* der Firma Interchim
beschrieben. Es wurde eine BSA-Standardldsung mit Konzentrationen von 2 mg/ml, 1
mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,062 mg/ml, 0,031 mg/ml und 0 mg/ml
hergestellt. Die Proteinlysate wurden je nach Konzentration entweder unverdunnt oder
1/5 bis 1/10 verdinnt verwendet. 10 ul des jeweiligen Standards bzw. die Lysate
wurden in Doppelbestimmung in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Die BCA-Arbeitslosung
wurde nachfolgend vorbereitet und 200 pL dieser Arbeitslosung wurde in jede
Vertiefung gegeben. Nach einer Inkubation von 30 min bei 37 °C im Ofen, konnte die
Absorption mit einem Multimode Microplate Reader bei einer Wellenlange von 562 nm
gemessen werden.

Die relativen Konzentrationen der Proben konnten anhand einer Standardgeraden der

BSA-Standardlésungen, unter Berlcksichtigung der Verdiinnungen, bestimmt werden.

3.2.3.3. Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Qubit

3.2.3.3.1. Standard 1

10 % (v/v) Standard 1
75 % (v/v) Protein BR Assay Buffer
15 % (v/v) Protein BR Reagenz

3.2.3.3.2.  Standard 2

10 % (v/v) Standard 2
75 % (v/v) Protein BR Assay Buffer
15 % (v/v) Protein BR Reagenz

3.2.3.3.3.  Blank
5 % (v/v) Bokemeyer Puffer ( 3.2.3.1.1)

80 % (v/v) Protein BR Assay Buffer
15 % (v/v) Protein BR Reagenz
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3.2.3.3.4.  Vorbereitung der Gewebelysate

5 % (v/v) Gewebelysat
80 % (v/v) Protein BR Assay Buffer
15 % (v/v) Protein BR Reagenz

Die Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Qubit basiert auf der selektiven Reaktion
von Farbstoffen mit Proteinen. Es folgt eine fluoreszenzbasierte Quantifizierung mit
dem Qubit System.

Im Folgenden wird das Kit ,Protein Broad Range Assay“ der Firma Invitrogen
beschrieben. Zunachst wurden die Standards sowie der Blank hergestellt und 10 min
bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die einzelnen Gewebelysate zur Analyse
vorbereitet. Daflr wurden die Proben, wie oben beschrieben, pipettiert. Anschlie3end
wurde das Programm ,Protein Broad Range Assay“ am Qubit ausgewahlt. Es wurden

die zwei Standards nacheinander gemessen und es folgten die einzelnen Proben.

3.2.3.4. SDS-Gelelekrophorese

3.2.34.1. 0,5M Tris pH 6,8

0,5 M Tris
In Reinstwasser
Der pH-Wert wurde auf 6,8 eingestellt

3.2.34.2. 0,56MEDTA

0,5 M Titriplex IlI
In Reinstwasser
Der pH-Wert wurde auf 8,0 eingestellt

3.2.3.4.3. 4x Proben Puffer

24 % (v/v) Tris pH 6,8 (3.2.3.4.1)
20 % (v/v) Glycerol

2 % (m/v) SDS

2 % (m/v) Bromphenolblau

0,4 % (v/iv) 0,5 M EDTA (3.2.3.4.2)
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol

In Reinstwasser

3.2.3.4.4.  Waschpuffer (TTBS)

25 mM Tris

150 mM NaCl

0,1 % (v/v) Tween-20
In Reinstwasser
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3.2.3.4.5. MES-Puffer

5 % (v/v) 20x MES-Puffer
In Reinstwasser

Die SDS-Gelelektrophorese dient der Auftrennung der Proteine nach ihrer Gréle. Die
Geltaschen wurden mit insgesamt 20 pl der Probe beladen. Ein Teil davon bestand
aus dem Volumen von 10-15 ug Proteinlysat, aul3erdem wurden 5 pl 4x Probenpuffer
sowie die entsprechende Menge Reinstwasser zur Auffillung auf 20 pl bendtigt. Die
Proben wurden bei 95 °C fur 5 min in einem Heizblock denaturiert. Die Proben wurden
nachfolgend fur ca. 5 min auf Eis abgekuhlt. AnschlieRend wurde erneut fir eine gute
Durchmischung gesorgt und das Reaktionsgefald wurde kurz fur 12700 U/min bei 4 °C
abzentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde die Sodium-Dodecyl-Sulfate (SDS)-
Apparatur aufgebaut, die Taschen des Gels mit Wasser gespult und mit 2-(N-
Morpholino)ethansulfonsaure (MES)-Puffer beflillt. Auf das SDS-Gel wurden 5 ul des
Markers und 20 pl der jeweiligen Probe aufgetragen. Zunachst wurde das Gel bei einer
Spannung von 80 V gestartet, bis die blaue Lauffront auf gleicher Hohe durch das
Sammelgel gelaufen war; anschlieend wurde die Spannung auf 150 V erhéht. Wenn
die Lauffront ca. 1 cm vor dem Ende des Gels ankam, konnte die Elektrophorese

gestoppt werden.

3.2.3.5. Western-Blot (Turbo blotting)
Waschpuffer (TTBS) (3.2.3.4.4)
3.2.3.5.1.  Turbotransfer-Puffer

20 % (v/v) 5 x Transfer Puffer (BioRad)
60 % (v/v) Reinstwasser
20 % (v/v) 100 % EtOH

3.2.3.5.2. Ponceau S
0,1 % (m/v) Ponceau Rot

5 % (v/v) Essigsaure
In Reinstwasser

32353 3%BSAinTTBS

3 % (m/v) BSA
In TTBS (3.2.3.4.4)
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3.2.3.5.4.  ECL Western Blot Substrat (Invitrogen)

1 Teil Entwicklungslésung A
1 Teil Entwicklungslésung B

Angeschlossen an die SDS-Gelelektrophorese (3.2.3.4) erfolgte die Durchfuhrung des
Western-Blots, um die separierten Proteine auf eine Membran zu ubertragen. Das Ziel
des Western-Blots ist die ldentifizierung eines Proteins mittels eines spezifischen
Antikorpers.

Eine Nitrozellulose-Membran sowie die Transfermembranen wurden in 1x
Turbotransfer-Puffer getrankt. Dann wurden in einer Trans-Blot® Turbo-Kammer
zunachst drei Transfermembranen, gefolgt von der Nitrozellulose-Membran, dem Gel
sowie nochmals drei Transfermembranen, gestapelt. Der Transfer erfolgt in einem
gemischten Ubertragungsprogramm fiir 7 min. Nach dem Transfer wurde die Membran
aus dem System entnommen, kurz mit TTBS gewaschen und dann mit Ponceau S
angeféarbt. Dies ermdglicht die Uberpriifung des gleichmaRigen Transfers der Proteine
und der Menge. Die Ponceau S-Farbung kann durch 5 min waschen mit TTBS unter
leichtem Schatteln entfernt werden. Nachfolgend wurde die Membran zugeschnitten,
in eine Inkubationsbox transferiert und mit 3 % BSA in TTBS fur 1 h bei 30 °C auf
einem Schdttler blockiert. Danach wurde die Membran in ein Schraubgefaf’ tberflhrt
und mit 5 ml des Erstantikdrpers Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Gewaschen wurde
dreimal fur jeweils 5 min mithilfe von 20 ml TTBS. Anschlielend wurden 5 ml des
Zweitantikorpers in das Schraubgefal® gegeben und fur 35 min bei RT inkubiert. Es
folgte ein dreimaliger Waschschritt wie oben beschrieben. Alle Inkubationsschritte
erfolgen auf einem Schraubgefal3-Roller. Zuletzt wurden die Entwicklungslésungen A
und B in einem Verhaltnis 1:1 auf die Membran gegeben und mit Hilfe des
Geldokumentationssystems (iBright) entwickelt. Die Expositionszeiten betrugen

zwischen 30 s und 10 min.

3.2.3.6. Auswertung des Western-Blots

Das durch das Geldokumentationssystem (iBright) entstandene Foto wurde mit Hilfe
der Imaged Software (Wayne Rasband) densitometrisch analysiert. Dafur wurde
zunachst eine Auswahl als Region von Interesse (ROIl) definiert; diese Auswahl
musste der Bandengrofie entsprechen. Nachfolgend wurde von jeder Bande sowie
dem jeweiligen Hintergrund der durchschnittliche Grau-Wert gemessen. Dies wurde

sowohl fur das Protein von Interesse als auch fur das Protein, welches als
44



Ladekontrolle identifiziert wurde, durchgefuhrt. Die gemessene Pixeldichte der
einzelnen Banden sowie des Hintergrundes wurde anschlielend invertiert, indem die
gemessene Dichte von 255 abgezogen wurde [1]. Dies erfolgte, da 0 als Schwarz und
255 als Weild angesehen wurden. Die dazwischenliegenden Werte bilden die
verschiedenen Grautdne. In einem nachsten Schritt wurde das Nettoprotein von
Interesse bzw. der Ladekontrolle bestimmt, indem die invertierte Protein-Pixeldichte
von der entsprechenden invertierten Hintergrund-Pixeldichte abgezogen wurde [2].
Zuletzt wurde der Nettowert des Proteins von Interesse durch den Nettowert der
Ladekontrolle geteilt, um ein normalisiertes Verhaltnis zu erhalten [3].
[1] Invertierte Pixeldichte = 255 — gemessene Pixeldichte

[2] Nettowert = Invertierte Pixeldichtep qtein — Invertierte Pixeldichteyintergund

l\IettowertProtein von Interesse
Nettowertyadekontrolle

[3] Normalisiertes Verhaltnis =

3.2.3.7. Humaner/muriner D-DT enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
(ELISA)
Im Folgenden wurde das Kit ,Human/Murine DDT / Dopamine Tautomerase ELISA Kit
(Sandwich ELISA)* der Firma LSBio verwendet, um die Konzentration eines
spezifischen Proteins zu bestimmen. Zunachst wurden die Reagenzien sowie die
Proben und der Standard entsprechend dem Protokoll verdtinnt. Anschliel3end wurden
100 ul der Probe, des Standards und des Blanks in eine 96-Lochplatte pipettiert und
fiir 90 min bei 37 °C im Ofen inkubiert. Der Uberstand wurde nachfolgend abpipettiert
und zweimal gewaschen. Anschlieend wurden 100 pl des 1x Biotin-
Detektierungsantikorpers auf die Platte gegeben und fir 60 min bei 37 °C im Ofen
inkubiert. Es folgte ein zweimaliges Waschen und die Zugabe des 1x HRP-Streptavidin
Konjugats fur 30 min bei 37 °C im Ofen. Nach einem funfmaligen Waschen wurden
90 ul des 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrates in die Vertiefungen pipettiert
und 10-20 min bei 37 °C inkubiert. Nachfolgend wurden jeweils 50 ul der Stopp-Lésung
auf die Platte gegeben und direkt im Tecan Reader bei einer Wellenlange von 450 nm
gemessen. Die Konzentration von D-DT in den jeweiligen Proben wurde relativ zum

Standard bestimmt.
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3.2.3.8. RNA-Isolation aus Gewebe

3.2.3.8.1.  RLT-Lysepuffer

1 % (v/v) B-Mercaptoethanol
In RTL Puffer (RNeasy plus mini kit, Qiagen)

Im Folgenden wurde das Kit ,RNAeasy Plus mini Kit“ der Firma Qiagen verwendet, um
Ribonukleinsaure (RNA) aus Gewebeproben zu isolieren. Die wahrend der finalen
Nierenentnahme erhaltenen kleinen, in RNALater eingelegten Gewebesttcke (3.2.1.4)
wurden fur die RNA-Isolation genutzt. Zunachst wurde zur Erstellung des RLT-
Lysepuffers, dem RLT-Puffer, B-Mercaptoethanol zugesetzt. Es wurden pro
Gewebestlck (ca. 5 mg) 600 pl RLT-Lysepuffer in einem 1,5 ml Reaktionsgefal®
vorgelegt und mit 2-3 Mahlkugeln versetzt. AnschlieRend wurde das Gewebestlck in
den Puffer gegeben. Es folgte der Zellaufschluss in einer Kugel-Schwingmuhle mit
einer Frequenz von 20 Hz. AnschlieRend wurden die Lysate in QIAShredder Saulen
(Qiagen) Uberfuhrt und fir 3 min bei 20.817 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde auf
die im Kit enthaltenen gDNA-Saulen pipettiert und fur 30 s bei 10.620 g zentrifugiert.
Der entstandene Durchfluss wurde mit 600 pl 70 % Ethanol versetzt. Durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren entstand eine Durchmischung. 600 pl dieses
Gemisches wurden auf die rosafarbene RNeasy mini Saule Gberfuhrt und bei 10.620
g 15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und dieser Schritt wurde mit den
restlichen 600 ul wiederholt. Die Saule wurde mit 350 pl des RW1-Puffers gewaschen
und bei 10.620 g fur 15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und dieser
Schritt wurde mit erneuten 350 ul RW1-Puffer wiederholt. Es wurden nachfolgend 500
Ml RPE-Puffer hinzugefligt und bei 10.620 g fir 15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Saule wurde zur Trocknung erneut zentrifugiert bei 20.817 g fur 1
min. Die Saule wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefald gegeben und zur Elution der RNA
wurden 30 pul RNAase-freies Wasser hinzupipettet. Die Zentrifugation erfolgte flr 1 min
bei 10.620 g. Die RNA-Konzentration  wurde mit Hilfe eines
Mikrovolumenspektralphotometers (NanoDrop) gemessen und die RNA wurde bei -

80 °C eingefroren.

46



3.2.3.9. Herstellung von cDNA

3.2.3.9.1. Reaktionsansatz

8,3 % (v/v) 10 mM dNTPs

3,3 % (v/v) Random primer

20 % (v/v) 5x First-Stand Puffer (250 ng/ul)
2,3 % (v/v) RNasin (80 U)

3,3 % (v/v) M-MLV (200 U)

Die isolierte RNA (3.2.3.8) wurde mit Hilfe der M-MLV (Moloney-Monkey Leukemia
Virus)-Reversen Transkriptase zu komplementarer DNA (cDNA) umgeschrieben.
Dafur wurde zunachst 1 ug RNA in 20 pl Reinstwasser in 0,5 ml Reaktionsgefalen
verdunnt. AnschlieBend wurde die RNA bei 75 °C fur 10 min in einem Heizblock
denaturiert und nachfolgend direkt auf Eis gekuhlt. Darauffolgend wurde der
Reaktionsansatz hinzupipettiert. Das Reaktionsgemisch wurde zunachst fir 10 min bei
25 °C inkubiert, dann fur 60 min bei 42 °C. Gelagert wurde die cDNA bei -20 °C.

3.2.3.10. Echtzeit-Polymerase-Ketten-Reaktion (quantitative real-time PCR,
gRT-PCR)

3.2.3.10.1. Sybr Griin (Eurogentec)

1,5 %(v/v) Sybr Grin Vorrat
In Dimethylsulfoxid (DMSO)

3.2.3.10.2. TE Puffer

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
In Reinstwasser

3.2.3.10.3. 3" und 5" Primer

100 pmol in TE-Puffer (3.2.3.10.2)
Vorverdinnung: 1 pmol in RNase freiem Wasser

3.2.3.10.4. Mastermix

10 % (v/v) 10x Puffer

7 % (v/v) MgCl2

4 % (viv) ANTP

0,5 % (v/v) Tag-Polymerase

3 % (v/v) Sybr Griin

75,5 % (v/v) RNase freies Wasser

Die gRT-PCR ist eine spezifische Methode zur Messung der mRNA-Expression, die

zur absoluten Quantifizierung verwendet werden kann. Zunachst wurde der Mastermix
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pipettiert und es wurden jeweils zu 43,5 pl Mastermix, 1,5 yl cDNA pipettiert.
Anschlieltend wurde ein 1:1 Mix aus 3" und 5° Primer hergestellt und gut durchmischt.
5 pl des Primer-Mixes wurden zu dem Mastermix hinzugegeben. 25 ul der Proben
wurde in Duplikaten in eine 96-Loch-PCR-Platte gegeben. Mittels eines Klebestreifens
wurde die Platte verschlossen. Um Luftblasen zu vermeiden, wurde die Platte in eine
Plattenzentrifuge gegeben. Die Platte wurde nachfolgend in das BioRad Real-Time
PCR Detection System gegeben, und das RT-PCR-Protokoll wurde zunachst fir 30 s
bei 95 °C gestartet. Dann begann ein Zyklus bei 95 °C fur 5 s. Danach folgten 30 s bei
60 °C. Die Fluoreszenz wurde anhand der relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) der
Platte gemessen. Dieser Zyklus wurde 40-mal durchgeflihrt. AnschlielRend wurden die
Schmelzwerte detektiert. Die Platte wurde 5 s auf 65 °C erhitzt. Anschlieliend wurde
die Temperatur kontinuierlich auf 95 °C erhoht. Wahrend dieses Anstiegs wurden die

Schmelzwerte aufgezeichnet und die Schmelzkurven erstellt.

3.2.3.11.  Auswertung qRT-PCR mit der 2-22Ct .Methode

Die 2-24Ct-Methode wird zur Analyse von qRT-PCRs verwendet. Dabei handelt es sich
um eine relative Quantifizierung der Genexpressionswerte auf der Grundlage von Ct-
Werten. Zunachst wurde der Ct-Wert des Gens von Interesse vom Referenzgen
abgezogen, um die ACt-Werte zu bestimmen. Anschlielend wurde der AACt Wert
ermittelt, indem der ACt Wert der behandelten Probe vom ACt Wert der Kontrollprobe

abgezogen wurde. Zuletzt wurde 2-24Ct errechnet.

3.2.3.12. Protein-Arrays
Im Folgenden wurde das Kit ,Human and Mouse AKT, MAPK, Apoptosis Pathway

Array“ der Firma RayBiotech verwendet und beschrieben. Diese Arrays stellen einen
membranbasierten Antikorper-Array flur das Screening und den Vergleich von
Expressionsniveaus dar. Die Expressionsniveaus werden mit Hilfe des
chemilumineszenten Signals detektiert. Auf diese Art kann die Expression vieler
Proteine eines Signalweges effizient Uberpriuft werden.

Zunachst wurden alle Komponenten auf RT gebracht. Wahrenddessen wurden die
Proteinlysate mithilfe des Blockierpuffers auf eine Konzentration von 0,3 mg/ml
verdunnt. AnschlielRend wurden die Membranen in die Plastikvorrichtung gegeben und
mit 2 ml Blockierpuffer fur 30 min bei RT inkubiert. Nachfolgend wurde der Puffer
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abgenommen und 1 ml des verdunnten Lysates auf die Membran gegeben und fur 3
h bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Membranen 3 x mit 2 ml des
Waschpuffers 1 sowie 2 x mit 2 ml des Waschpuffers 2, flr jeweils 5 min gewaschen.
1 ml des Detektionsantikorpers wurde Uber Nacht bei 4 °C inkubiert und am nachsten
Tag, wie oben beschrieben, gewaschen. Anschliefiend wurden 2 ml des HRP-Anti-
Kaninchen IgGs flr 2 h bei RT inkubiert. Danach wurde die Membran gewaschen.
Nachfolgend wurde in einer 1:1 Mischung der Detektionspuffer C mit dem
Detektionspuffer D gemischt und 500 pl davon fur 2 min auf die Membran gegeben.
Dieser Schritt sollte moglichst dunkel ablaufen. Das Chemilumineszenz-Signal wurde
mit Hilfe des iBrights gemessen. Die Signale wurden mittels der von RayBiotech zur

Verfugung gestellten Excel-Sheets ausgewertet.

3.2.4. Zellbiologische Methoden
3.24.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen

3.2.4.1.1.  Kultivierung der priméren renalen Tubulusepithelzellen

Primare renale Tubulusepithelzellen wurden bei 37 °C und einer Begasung von 5 %
COz2 in supplementiertem Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) F12 Advanced-
Medium (3.1.11.1) kultiviert. Die Zellen wachsen adharent und weisen eine epitheliale
Morphologie auf. Jeden Tag wurden die Zellen makroskopisch betrachtet und nach
den Kriterien der Konfluenz, Adharenz und Morphologie beurteilt. Entsprechend der
Einschatzung wurden die Zellen in eine neue T-Flasche passagiert. Dafur wurden die
Zellen zunachst vorsichtig mit vorgewarmtem 1x PBS gewaschen und anschlieRend
mit 2 ml Trypsin/EDTA (0,05 %) von der T-Flasche abgelést. Nach einer kurzen
Inkubation bei RT wurde die Trypsin/EDTA-L6sung mit 8 ml supplementiertem Medium

verdunnt, da das im Medium enthaltene FKS das Trypsin inaktiviert.

3.2.4.1.2.  Kultivierung der HK-2 Zellen

Die immortalisierten HK-2 Zellen wurden bei 37 °C und einer Begasung von 5 % CO2
in supplementiertem DMEM F12-Medium (3.1.11.2) kultiviert. Gewdhnlich wachsen sie
adharent und weisen eine epitheliale Morphologie auf. Jeden Tag wurden die Zellen
makroskopisch betrachtet und nach den Kriterien der Konfluenz, Adhdarenz und
Morphologie beurteilt. Entsprechend der Einschatzung wurden die Zellen in eine neue
T-Flasche passagiert. Dafur wurden die Zellen zunachst vorsichtig mit vorgewarmtem
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1x PBS gewaschen und anschlielend mit 2 ml Trypsin/EDTA (0,05 %) von der T-
Flasche abgeldst. Nach einer kurzen Inkubation bei RT wurde die Trypsin/EDTA-
Losung mit 8 ml supplementiertem Medium verdinnt. Normalerweise wurden die
Zellen alle 2-4 Tage im Verhaltnis 1:5 oder 1:10 in supplementiertem Medium in eine
neue T-Flasche aufgeteilt und bei 37 °C und 5 % COz2 weiter kultiviert.

3.2.4.1.3.  Kultivierung der HEK293T Zellen

Die immortalisierten HEK293T Zellen wurden bei 37 °C und einer Begasung von 5 %
CO2 in supplementiertem DMEM-Medium (3.1.11.3) kultiviert. Gewohnlich wachsen
sie adharent und weisen eine epitheliale Morphologie auf. Jeden Tag wurden die Zellen
makroskopisch betrachtet und nach den Kriterien der Konfluenz, Adharenz und
Morphologie beurteilt. Entsprechend der Einschatzung wurden die Zellen in eine neue
T-Flasche passagiert. Dafur wurden die Zellen zunachst vorsichtig mit vorgewarmtem
1x PBS gewaschen und anschliefiend mit 2 ml Trypsin/EDTA (0,05 %) von der T-
Flasche abgeldst. Nach einer kurzen Inkubation bei RT wurde die Trypsin/EDTA-
Lésung mit 8 ml supplementiertem Medium verdunnt. Normalerweise wurden die
Zellen alle 2-4 Tage im Verhaltnis 1:5 oder 1:10 in supplementiertem Medium in eine
neue T-Flasche aufgeteilt und bei 37 °C und 5 % CO2 weiter kultiviert.

3.2.4.2. Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Probe der Zellsuspension genommen und
mit Trypanblau verdunnt. Eine Neubauerkammer wurde mit der angesetzten
Verdinnung befillt und vier GroRRquadrate mit Hilfe des Mikroskops ausgezahlt.
Anschlielend wurde das arithmetische Mittel der vier Zahlungen gebildet. Es ist
wichtig zu beachten, dass die Anzahl der Zellen pro Gro3quadrat zwischen 30 und 100
liegt, da eine zu hohe oder niedrige Anzahl von Zellen pro GroRquadrat zu einer
ungenauen Bestimmung der Zellzahl fihren kann.

Mit folgender Formel wurde aus dem Mittelwert der Zahlungen die Zellzahl bestimmt:

Zellen

1
e Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor (104 E) x Mittelwert
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3.243. BrdU-Assay

Im Folgenden wurde das Kit ,Cell Proliferation ELISA® der Firma Roche verwendet und
beschrieben. Diese Arrays stellen einen ELISA-basierten Assay zur Identifikation der
Zellproliferation dar.

Zunachst wurden die Zellen in einer 96-Loch-Platte flr 24 h inkubiert. Der BrdU-Stock
wurde 1:100 im entsprechenden Zellkulturmedium verdannt. 100 ul wurden auf die
entsprechenden Zellen gegeben und bei 37 °C fur 24 h inkubiert. AnschlieRend wurde
das Medium verworfen und 100 pl FixDenat wurden fir 30 min bei RT inkubiert.
Nachdem das FixDenat verworfen worden war, wurden 100 pl anti-BrdU-PO-Lésung
fur 90 min bei RT inkubiert. Nachfolgend wurde die Platte dreimal mit 200 ul 1x PBS
gewaschen und 100 pl Substrat-Losung wurden fir 5 min in jede Vertiefung
hinzugegeben. Zuletzt wurde die Platte photometrisch bei einer Wellenlange von

370 nm und einer Referenzwellenlange von 492 nm gemessen.

3.24.4. Isolierung von primaren Tubulusepithelzellen aus murinem

Nierengewebe

Bokemeyer-Puffer (3.2.3.1.1)

3.2.4.4.1.  Eisenoxid-haltige PBS-L6sung

113 mM Fe203
In sterilem PBS

3.2.4.4.2.  Kollagenase IV (1 mg/ml)

0,1 % (m/v) Kollagenase IV
In Advanced DMEM/F12

Fur die Isolation wurde zunachst das Spendertier zur finalen Nierenentnahme (3.2.1.4)
narkotisiert, mit einer eisenhaltigen PBS-L6sung perfundiert und die Niere wurde
anschlie3end in gekihltes PBS gegeben. Nachfolgend wurde das Gewebe mit einem
Skalpell in mdglichst kleine Stlcke geschnitten, damit es dann mit dem Endstlck eines
Spritzenkolbens durch ein Gitter zerkleinert werden konnte. Die Zellmasse wurde in 9
ml Kollagenase IV aufgenommen und 30 min bei 37 °C inkubiert. Wahrenddessen
wurde die Suspension alle 10 min mit einer Pipette resuspendiert. Die Zellmasse
wurde in ein 50 ml Schraubgefaly Uberfuhrt und die Kollagenase-Reaktion wurde durch
die Zugabe von 1,5 ml FCS gestoppt. Es folgte die Nutzung eines 100 um Zellsiebs
zur Beseitigung von gréReren Gewebestiickchen und die Uberfiihrung in ein neues
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50 ml Schraubgefald. AnschlieRend wurde die Zellsuspension bei 31,6 g fur 5 min bei
4 °C zentrifugiert. Es wurde mit 24 ml Medium gewaschen und die Zellsuspension
wurde auf zwdlf 2 ml ReaktionsgefaRe aufgeteilt. Es folgte nun die magnetische
Abtrennung der Glomeruli durch eine Magnetvorrichtung, in welche die 2 ml
Reaktionsgefalle eingespannt wurden. Dies ist moglich, da Glomeruli, verglichen mit
den Tubuli, aufgrund ihrer Kapillarstruktur besonders viel Eisenoxid enthalten. Die
eisenhaltigen Glomeruli hafteten aufgrund der magnetischen Krafte an der Wand der
ReaktionsgefalRe. Nach diesem Schritt enthielt die Suspension hauptsachlich
Tubulusepithelzellen. Die Tubulussuspension wurde mit kaltem PBS gewaschen und
fir 5 min bei 182 g, 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in einem Tubulusepithelzell-
spezifischen Wachstumsmedium resuspendiert oder zur direkten Lyse in Bokemeyer-

Puffer aufgenommen.

3.2.4.5. TGFB-Stimulation von immortalisierten Zellen

3.2.4.5.1.  HCI Lésung

1 % (v/iv) 4 nM HCI
In 0,1 % BSA/PBS

3.2.4.5.2.  Hungermedium
500 ml DMEM (1x) + GlutaMAX

5 % (viv) FKS
1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml)

3.2.4.5.3.  Stimulationslésung

0,001 % (m/v) TGFB1
In HCI Lésung (3.2.4.5.1)

Zur Fibrose-Induktion in immortalisierten Zellen wurde eine TGFB1-Stimulation
durchgefuhrt. Zunachst wurden 250.000 Zellen pro 6-Loch-Vertiefung einer
Zellkulturplatte ausgesat. Nachfolgend wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von >
90 % wachsen gelassen. Wenn die Zellen diese Konfluenz aufwiesen, wurde das
Medium fir 4 h durch Hungermedium ausgetauscht. Anschlielend wurden die Zellen
mit der Stimulationslésung im Hungermedium 24 h sowie 48 h stimuliert. Nach der
Stimulation wurde das Medium in 2 ml Reaktionsgefal3en Uberfuhrt und fur 5 min bei

400 g, 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal gegeben

52



und bei -80 °C eingefroren. Die Zellen wurden wahrenddessen zur Proteinisolation

bzw. RNA-Isolation vorbereitet.

3.2.4.6. Isolation von Protein aus kultivierten Zellen

Bokemeyer Puffer (3.2.3.1.1)

Die nach der Stimulation der Ziellinie sowie die nach der Isolation der renalen primaren
Tubulusepithelzellen entstandenen RNA-Proben (3.2.4.6; 3.2.4.7) wurden fur die RNA-
Isolation genutzt. Es wurden pro Vertiefung einer 6-Loch-Zellkulturplatte 100 pl
Bokemeyer Puffer hinzugefligt und die Zellen mittels Zellscharber abgescharbt und in
ein 1,5 ml Reaktionsgefal’ Uberflhrt. Dieser Schritt wurde ein zweites Mal mit weiteren
100 ul Bokemeyer-Puffer wiederholt. Nachfolgend wurden die Proben dreimal fur
jeweils 10 s in einem Ultraschallbad aufgeschlossen. Zwischen den Beschallungen
wurden die Proben auf Eis gelagert. Dann wurden die Proben bei 10.620 g bei 4 °C
fir 10 min zentrifugiert und die Uberstéande in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt.
Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BC-Assay oder Quibit (3.2.3.2;

3.2.3.3) wurden die Lysate bei -80 °C eingefroren.

3.2.4.7. Isolation von RNA aus kultivierten Zellen

RLT-Lysepuffer (3.2.3.8.1)

Im Folgenden wurde das Kit ,RNAeasy Plus mini Kit“ der Firma Qiagen verwendet und
beschrieben. Die nach der Stimulation der Ziellinie entstandenen RNA-Proben
(3.2.4.6) wurden fur die RNA-Isolation genutzt. Zunachst wurde dem RLT-Puffer, 3-
Mercaptoethanol zugesetzt. Es wurden pro Vertiefung einer 6-Loch-Zellkulturplatte
150 pl RLT-Lysepuffer hinzugefiigt und die Zellen mittels Zellscharber abgescharbt und
in ein 1,5 ml Reaktionsgefall Uberflihrt. Dieser Schritt wurde ein zweites Mal mit
weiteren 150 yl RLT-Lysepuffer wiederholt. AnschlieRend wurden die Lysate auf die im
Kit enthaltenen gDNA-Saulen pipettiert und fur 30 s bei 10.620 g zentrifugiert. Der
entstandene Durchfluss wurde mit 600 pl 70 % Ethanol versetzt. Durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren entstand eine Durchmischung. 600 pl dieses Gemisches
wurden auf die rosafarbene RNeasy mini Saule Uberfihrt und bei 10.620 g fur 15 s

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der Schritt wurde mit den restlichen
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600 ul wiederholt. Die Saule wurde mit 350 pl des RW1-Puffers gewaschen und bei
10.620 g fur 15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der Schritt mit
erneuten 350 ul RW1-Puffer wiederholt. Es wurden nachfolgend 500 ul RPE-Puffer
hinzugefugt und bei 10.620 g fur 15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen
und die Saule wurde zur Trocknung erneut zentrifugiert bei 20.817 g fur 1 min. Die
Saule wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly gegeben und zur Elution der RNA wurden
30 ul RNAase-freies Wasser hinzupipettiert. Die Zentrifugation erfolgte fur 1 min bei
10.620 g. Die RNA-Konzentration wurde mithilfe des Nanodrops gemessen und bei -

80 °C eingefroren.

3.2.5. Statistische Auswertung

FUr die statistische Analyse wurde der t-Test durchgefuhrt. Mithilfe des t-Tests fur zwei
Stichproben kann gepruft werden, ob ein signifikanter Unterschied zwischen den
Mittelwerten zweier Gruppen besteht. Die Analyse der Varianz (ANOVA) wurde

verwendet, um die Mittelwerte von drei oder mehr Datengruppen zu vergleichen.

3.2.6. Mitwirkung Dritter an der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden die Operationen an den Mausen von PD Dr.
Sonja Djudjaj durchgefiihrt. Das bedeutet, dass Sie eine mediane Langslaparotomie
(ca. 2-3 cm Schnittlange) durchgefuhrt, die linke Niere freigelegt und den linken Ureter
wurde mittig ligiert hat (UUO). AuRerdem hat Sie im Falle des I/R-Modells einen
kleinen, ca. 1 cm langen, lateralen Schnitt unterhalb der Rippen durchgefihrt, die Niere
vorsichtig vorverlagert und den gesamten linken renalen Hilus mit einer feinen
vaskularen Klemme fur 30 min. abgeklemmt. Die Grundversorgung der Tiere (Futtern,
Tranken, Umsetzen in frische Kafige) oblag den Versuchstierpflegern des Instituts fur
Versuchstierkunde der Uniklinik Aachen. Das Interdisziplinare Zentrum fur Klinische
Forschung (IZKF) der Uniklinik Aachen hat die fixierten Gewebeproben in einem
Entwasserungsautomaten dehydriert. Die Gewebeschnitte wurden hauptsachlich von

den Technischen Assistenten der Pathologie Aachen angefertigt.
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4. Ergebnisse

Dieses Kapitel beschreibt die Ergebnisse der Forschungsarbeit. Es umfasst die
Identifizierung, Lokalisierung, Regulierung sowie die funktionelle und mechanistische
Rolle von D-DT.

4.1.ldentifikation der Lokalisierung von D-DT

In der Niere weist MIF in der tubulointerstitiellen Fibrose antifibrotische Wirkungen auf,
ausgelost durch die Aufhebung des Zellzyklusstillstandes von Tubulusepithelzellen
2948 Viele Nierenerkrankungen, insbesondere glomerulare Erkrankungen, sind jedoch
mit komplexen Prozessen verbunden, bei denen es zu umfangreichen zellularen
Interaktionen in verschiedenen Nierenkompartimenten kommt 2°. MIF scheint bei
immun- und autoimmunvermittelter Glomerulonephritis krankheitsférdernd zu sein und
konnte daher zur sekundaren Glomerulosklerose beitragen, die wiederum eine tertiare
tubulointerstitielle Fibrose begiinstigen koénnte 2°. Die Rolle von MIF bei der
Nierenfibrose hangt wahrscheinlich von der jeweiligen Erkrankung und ihrem Stadium
ab?°. Da das homologe Protein von MIF, D-DT, bei Entziindungen in geringerem MaRe
beteiligt ist, wird vermutet, dass D-DT bei interstitieller Nierenfibrose therapeutisch
eingesetzt werden kann. Die Rolle von D-DT in der Nierenfibrose ist weitgehend
unerforscht, weshalb zunachst die Lokalisierung von D-DT in murinen und humanen

Nieren mithilfe histologischer Methoden identifiziert werden sollte.

4.1.1. Verringerte Expression von D-DT in Tubulusepithelzellen in fibrotischem

murinem Nierengewebe

Zunachst sollte in gesundem murinem Nierengewebe detektiert werden, in welchem
Nierenkompartiment, wie den Tubuli, dem Glomerulus, den Arterien oder den Venen
bzw. Kapillaren, D-DT exprimiert wird. Dies wurde mittels einer IHC sowie der IF-
Farbung von D-DT analysiert. Daruber hinaus wurde die murine D-DT Expression des
gesunden Nierengewebes mit dem fibrotischen Nierengewebe verglichen (Abbildung
5). Die Farbekontrollen befinden sich im Anhang (Abbildung 43,44).

In gesundem murinem Nierengewebe wird D-DT im Tubulointerstitium und in den
Parietalepithelzellen des Glomerulus exprimiert (Abbildung 5A, 5a + 5B, 5b). D-DT
konnte auch in Zellen, welche sich im glomerularen GefalRknauel (Tuft) befinden,

identifiziert werden (Abbildung 5B, 5b). Bei diesen Zellen handelt es sich
55



wahrscheinlich um Podozyten, dies kann jedoch ausschlieB3lich an der Morphologie
der Zellen ausgemacht werden (Abbildung 5B, 5b). Die Arterien sowie die
Venen/Kapillare wiesen keine D-DT Expression auf (Abbildung 5C, 5¢ + 5D, 5d). Im
fibrotischen Gewebe wurde D-DT stark vermindert in den Tubuli sowie in den
Parietalepithelzellen der Bowman-Kapsel exprimiert (Abbildung 5E, 5e + 5F, 5f). Die
Expression der D-DT-positiven Zellen im glomerularen Tuft des fibrotischen Gewebes
hingegen entspricht der Expression des gesunden Gewebes (Abbildung 5F, 5f). Wie
auch im gesunden Gewebe wurde D-DT im fibrotischen Gewebe nicht in den Arterien
und den Venen/Kapillaren exprimiert (Abbildung 5G, 5g + 5H, 5h). Nachfolgend wurde
sich hauptsachlich auf D-DT in den Nierentubuli fokussiert, da diese die in dieser
Forschungsarbeit verwendeten Nierenfibrose-Modelle primar die Nierentubuli

schadigen.
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Abbildung 5: D-DT Expression in gesundem murinem Nierencortex.

Die IHC- (A-H) sowie IF-Farbung (a-h) zur Detektion von D-DT wurden sowohl in gesundem als auch in
fibrotischem murinem Gewebe durchgefiinrt. Es wurden reprasentative Bilder des gesunden
Tubulointerstitiums (A,a), -Glomerulus (B,b), -Arterie (C,c), -Vene/Kapillare (D,d), des fibrotischen
Tubulointerstitiums (E,e), -Glomerulus (F,f), -Arterie (G,g), -Vene/Kapillare (H,h) gezeigt. Die D-DT
Farbung der IHC wurde in grau (A-H) und die D-DT Farbung der IF in pink (a-h) visualisiert. In jedem
Bild ist ein Mal3stabsbalken abgebildet, welcher der Grofe von 20 ym (A-H) bzw. 10 ym (a-h) entspricht.

Dieses Experiment wurde zweimal wiederholt. D-DT= D-Dopachrom Tautomerase; IF=
Immunfluoreszenz; IHC= Immunhistochemie.
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4.1.2. Expression von D-DT in proximalen und distalen Tubuli der gesunden

murinen Niere

Nachdem identifiziert worden war, dass D-DT hauptsachlich in den Nierentubuli
exprimiert wird, wurde die Expression von D-DT in den spezifischen
Tubulusabschnitten (proximaler Tubulus, distaler Tubulus, Henle-Schleife und
Sammelrohr) detektiert. Dies erfolgte mithilfe des entwickelten Tubuluspanels im
Lunaphore COMET™in gesundem murinem Nierengewebe. Als Marker wurden CD13
(proximaler Tubulus), Calbindin (Distaler Tubulus), Uromodulin (UMOD: Henle-
Schleife) und Aquaporin 2 (AQP2: Sammelrohr) verwendet. Darlber hinaus wurde der
Fluoreszenzfarbstoff DAPI zur Markierung von DNA genutzt, da DAPI an AT-reiche
DNA bindet.

Zunachst konnte eine unterschiedlich starke D-DT Expression in der murinen Medulla
im Vergleich zum Cortex identifiziert werden (Abbildung 5). Der Nieren-Cortex wies im
Gegensatz zur Medulla eine starke D-DT Expression auf. Einzelne Nierentubuli der
aulBeren Medulla wiesen weiterhin eine schwachere D-DT Expression auf. In der
inneren Medulla hingegen wurde keine D-DT Expression nachgewiesen. In der Niere
waren vor allem Tubulussegmente D-DT-positiv. Aus diesem Grund wurde
anschlieBend mithilfe verschiedener Tubulussegmentmarkern die Co-Lokalisierung
mit D-DT analysiert, um einen Rulckschluss auf die D-DT Expression in den
entsprechenden Tubulussegmenten ziehen zu kénnen. Die Co-Lokalisierung von
CD13 und D-DT legt die Expression von D-DT in den CD13*-proximalen Tubuli nahe
(Abbildung 6 weiler Bildausschnitt). AulRerdem wurde eine schwache Co-
Lokalisierung von D-DT und den Calbindin*-distalen Tubuli detektiert (Abbildung 6
turkiser Bildausschnitt). Es ist ebenso zu erkennen, dass D-DT nicht in der Henle-
Schleife (Abbildung 6 oranger Bildausschnitt) und den Sammelrohen exprimiert wird
(Abbildung 6 pinker Bildausschnitt).
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Abbildung 6: D-DT Expression in CD13*-proximalen Tubuli des murinen Nierengewebes.

Es wurde das Tubuluspanel, bestehend aus DAPI (blau), D-Dopachrom Tautomerase (D-DT, griin),
CD13 (weifl), Calbindin (turkis), Uromodulin (UMOD; orange) und Aquaporin 2 (AQP2; pink), anhand
einer gesunden murinen Niere, mithilfe des Lunaphore COMETs™ analysiert. Dargestellt ist das
Ubersichtsbild eines Nierenviertels. In diesem Ubersichtsbild sind die starker vergroBerten Bereiche der
Medulla sowie des Cortex in grau eingezeichnet. Ein Bildausschnitt, welcher hoch vergréRerte proximale
Tubuli zeigt, ist weil3, ein Bildausschnitt der distale Tubuli zeigt ist tirkis, ein Bildausschnitt der Henle-
Schleifen zeigt ist orange, und ein Bildausschnitt der Sammelrohre zeigt ist pink, dargestellt. Die
ausgeflllten Pfeilspitzen weisen auf eine Co-Lokalisierung des jeweiligen Markers mit D-DT hin. In
jedem Bild ist ein MaRstabsbalken mit der entsprechenden GréRe (500 um, 250 ym sowie 50 ym)
abgebildet.

4.1.3. Verringerte D-DT-Expression in der humanen Nierenfibrose

Zunachst sollte, wie auch im murinen Gewebe, die D-DT in den
Nierengewebskompartimenten lokalisiert werden. Des Weiteren sollte die murine
Erkenntnis, dass die D-DT Expression im fibrotischen Gewebe verringert exprimiert

wurde, im humanen fibrotischen Nierengewebe verifiziert werden.
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Zunachst wurde die Lokalisierung von D-DT mittels einer IHC- und IF-Farbung in
verschiedenen humanen Nierenkompartimenten detektiert. Die Farbekontrollen
befinden sich im Anhang (Abbildung 45). Wie bereits im murinen Nierengewebe wurde
D-DT hauptsachlich im gesunden Tubulointerstitium von den Tubulusepithelzellen der
proximalen Tubuli exprimiert. Es konnte eine schwache Expression von D-DT im
gesunden Glomerulus sowie in der Arterie oder in der Vene/Kapillare festgestellt
werden. Im fibrotischen Gewebe wurde eine verminderte D-DT Expression im Tubulus
festgestellt und es lag keine D-DT Expression im Glomerulus, anders als im murinen

Gewebe, in der Arterie oder in der Vene/Kapillare vor (Abbildung 7).
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Abbildung 7: D-DT Expression in gesundem humanem Gewebe.

Die IHC- (A-H) sowie IF-Farbung (a-h) zur Detektion von D-DT wurden sowohl in gesundem als auch in
fibrotischem humanem Gewebe durchgefuhrt. Es wurden reprasentative Bilder des gesunden
Tubulointerstitiums (A,a), -Glomerulus (B,b), -Arterie (C,c), -Vene/Kapillare (D,d), des fibrotischen
Tubulointerstitiums (E,e), -Glomerulus (F.,f), -Arterie (G,g), -Vene/Kapillare (H,h) gezeigt. Die D-DT
Farbung der IHC wurde in braun (A-H) und die D-DT Farbung der IF in pink (a-h) visualisiert. Die Nuklei
wurden mit Methylgriin (A-H) sowie mit DAPI (a-h) gegengefarbt. In jedem Bild ist ein Mal3stabsbalken
abgebildet, welcher der GréRe 20 uym entspricht. Dieses Experiment wurde einmal mit gesundem
humanem Nierengewebe (n=3) und fibrotischem humanem Nierengewebe (n=3) durchgefihrt. D-DT=
D-Dopachrom Tautomerase; IF= Immunfluoreszenz; IHC= Immunhistochemie.
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4.1.4. Expression von D-DT in proximalen und distalen Tubuli der gesunden

humanen Niere

Nachdem detektiert wurde, dass D-DT hauptsachlich in humanen Nierentubuli
exprimiert wird, wurde die Expression von D-DT in den einzelnen Tubulusabschnitten
lokalisiert. Dies erfolgte mittels des entwickelten Tubuluspanels im Lunaphore
COMET™ in gesundem humanem Nierengewebe. Als Marker wurden CD13
(proximaler Tubulus), Calbindin (Distaler Tubulus), Uromodulin (UMOD: Henle-
Schleife) und Aquaporin 2 (AQP2: Sammelrohr) verwendet. Dartber hinaus wurde der
Fluoreszenzfarbstoff DAPI zur Markierung der DNA genutzt.

Zunachst kann, wie auch in der gesunden murinen Niere, eine schwache D-DT
Expression in der Medulla und eine starke D-DT Expression im Cortex identifiziert
werden. Die Co-Lokalisierung von CD13 und D-DT legt die Expression von D-DT in
den CD13*-proximalen Tubuli nahe (Abbildung 8 weiller Bildausschnitt). Eine
schwache D-DT Expression wurde in den distalen Tubuli detektiert (Abbildung 8
turkiser Bildausschnitt). D-DT wurde nicht in der Henle-Schleife (Abbildung 8 oranger
Bildausschnitt) und den Sammelrohen exprimiert (Abbildung 8 pinker Bildausschnitt).
Die humane D-DT Expression in proximalen und distalen Tubuli entspricht der murinen
Expression (Abbildung 6+8).
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Abbildung 8: D-DT Expression in CD13*-proximalen Tubuli des humanen Nierencortex.

Es wurde das Tubuluspanel, bestehend aus DAPI (blau), D-Dopachrom Tautomerase (D-DT; grin),
CD13 (weiB), Calbindin (turkis), Uromodulin (UMOD; orange) und Aquaporin 2 (AQP2; pink), anhand
gesundem humanem Nierengewebe, mithilfe des Lunaphore COMETs™ analysiert. Dargestellt ist ein
Ubersichtsbild der humanen Niere. In diesem Ubersichtsbild sind die starker vergroRerten Bereiche der
Medulla sowie des Cortex in grau eingezeichnet. Ein Bildausschnitt, welcher hochvergroflerte Henle-
Schleifen zeigt, ist orange, ein Bildausschnitt der proximalen Tubuli zeigt ist weil3, ein Bildausschnitt der
distale Tubuli zeigt ist tirkis und ein Bildausschnitt der Sammelrohre zeigt ist pink dargestellt. In jedem
Bild ist ein Mal3stabsbalken mit der entsprechenden GroéRRe (500 um, 250 ym sowie 50 um) abgebildet.

4.2.ldentifikation der Regulierung von D-DT auf Protein-Ebene

Mithilfe verschiedener histologischer Methoden wurde bereits detektiert, dass D-DT
hauptsachlich im Tubulointerstitium, insbesondere im proximalen Tubulus, im
gesunden Nierencortex lokalisiert ist. Daruber hinaus wurde detektiert, dass D-DT
verringert im fibrotischen Nierengewebe im Tubulointerstitium exprimiert wird. In
diesem Kapitel soll im Weiteren die Regulierung von D-DT im fibrotischen
Nierengewebe zu verschiedenen Zeitpunkten sowie durch verschiedene Fibrose-
Ursachen mit Hilfe von histologischen sowie molekularbiologischen Methoden auf

Protein-Ebene analysiert werden.
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4.2.1. Stetig verringerte Expression von D-DT in Tubuli bei zunehmender

muriner interstitieller Nierenfibrose

Mittels IHC- sowie IF-Farbung wurde in einem UUO-Zeitverlauf, welcher die
Entwicklung der Nierenfibrose Uber die Zeit (Tag 2: Abbildung 9B, 9b; Tag 5: Abbildung
9C, 9c; Tag 10: Abbildung 9D, 9d) abbildet, die Expression von D-DT im fibrotischen
Tubulointerstitium mit der D-DT Expression im gesunden Gewebe verglichen. Zwei
Tage nach der UUO ist zu erkennen, dass D-DT weiterhin in weniger stark
geschadigten Tubuli exprimiert wird (Abbildung 9 B,b). Im weiteren Verlauf, welcher
mit der Dilatation der Tubuli einhergeht, wird D-DT stark vermindert in den dilatierten
Tubuli exprimiert (Abbildung 9 C,c). Mit verstarkter Ausbildung der interstitiellen
Fibrose nimmt die D-DT Expression weiter ab (Abbildung 9 D,d).

Gesund Uuo t2 Uuo t5 Uuo t10

10 pm

Abbildung 9: Stetig verringerte D-DT Expression im Verlauf der ansteigenden murinen
Nierenfibrose.

Die IHC- (A-D) sowie die IF-Farbung (a-d) zur Detektion von D-DT wurden sowohl in gesundem als
auch in fibrotischem Gewebe durchgefuhrt. Es wurden reprasentative Bilder des Tubulointerstitiums fur
gesundes (A), UUO Tag 2 (B), UUO Tag 5 (C) sowie UUO Tag 10 (D) Nierengewebes gezeigt. Farbung
der IHC wurde in grau (A-H) und die D-DT Farbung der IF in pink (a-h) visualisiert. In jedem Bild ist ein
Malstabsbalken abgebildet, welcher der GréRe von 30 pm (A-D) bzw. 10 ym (a-d) entspricht. Dieses
Experiment wurde zweimal wiederholt. D-DT= D-Dopachrom Tautomerase; IF= Immunfluoreszenz;

IHC= Immunhistochemie; t= Tag; UUO= Unilaterale Ureterobstruktion.
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Die Regulierung von D-DT wahrend der murinen Nierenfibrose-Progression sollte
darUber hinaus mithilfe des Western-Blots validiert werden. Das genutzte SHAM-
Gewebe entstand aus Scheinoperationen. Dies bedeutet, dass den SHAM-Mausen
wie im UUO- bzw. I/R-Protokoll (3.2.1.2; 3.2.1.3) beschrieben, zunachst das identische
Schmerzmittel verabreicht und sie anschlieBend narkotisiert wurden. Nachfolgend
wurde der Bauchraum eréffnet, jedoch wurde der linke Ureter nicht ligiert, sondern
intakt gelassen. Die Haltungsbedingungen der SHAM-operierten Mause
unterscheiden sich nicht von denen der UUO bzw. I/R operierten Mause. Anschlie3end
wurde der Bauchraum bzw. die Flanke mit einer Naht geschlossen und die Maus wurde
gleichbehandelt wie die ligierten Mause. Am Versuchsende wurde die Niere mittels
finaler Nierenentnahme (3.2.1.4) enthommen. Das SHAM-Gewebe bildet somit eine
gesunde Kontrolle. Als Ladekontrolle, die zu der Normalisierung der Proteinmengen
genutzt wird, wurde die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
verwendet. Die Expression von D-DT wurde in zwei verschiedenen Nierenmodellen
der UUO (Abbildung 10A) sowie der I/R (Abbildung 10B) untersucht. Mit zunehmender
Nierenfibrose ist 5 bis 14 Tage nach der UUO ein signifikanter Rickgang der D-DT
Expression zu erkennen (Abbildung 10A). 21 Tage nach der I/R wurde, verglichen mit
der SHAM-Kontrolle, ebenfalls signifikant weniger D-DT exprimiert (Abbildung 10B).
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Abbildung 10: Verringerte murine D-DT Expression bei zunehmender Nierenfibrose.

Mithilfe der Western-Blot Analyse wurde in lysiertem UUO-Gewebe (gesund (n=3), Tag 2 (n=4), Tag 5
(n=4), Tag 10 (n=4) und Tag 14 (n=4)) (A) und I/R-Gewebe (gesund (n=7), Tag 21 (n=7)) (B) die D-DT
Expression Uberprift. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Der in A gezeigte Western-Blot ist
ein reprasentativer Western-Blot. Die Western-Blots wurden densitometrisch analysiert und in Relation
zur Ladekontrolle (GAPDH) gesetzt. Das Experiment wurde einmal durchgefuhrt. Es wurden die
einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als
statistischer Test wurde in A die ANOVA genutzt, verglichen wurde die Expression der jeweiligen Tage
nach der UUO mit den Expressionswerten der SHAM-Kontrollniere. In B wurde als statistischer Test der
t-Test verwendet. t= Tag; UUO= Unilaterale Ureterobstruktion; I/R= Ischdmische Reperfusion; GAPDH=
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. AU= willkurliche
Einheit (arbitrary unit).

Mithilfe eines Zellkultur-Experimentes mit primaren murinen Tubulusepithelzellen
(pmTECSs), welche mit dem profibrotischen Faktor TGFB1 stimuliert wurden, wurde die
Expression von D-DT zusatzlich in vitro in Zelllysaten Gberpruft (Abbildung 11). Am Tag
0 (t0) wurde die initiale Expression von D-DT analysiert. Es konnte gezeigt werden,
dass eine initiale Expression des 13 kDa grofen D-DT-Proteins vorliegt. Nach einer
Kultivierung der Zellen fur 14 Tage (t14), wurden die pmTECs mit dem Vehikel (0,1 %
BSA +4 mM HCL) bzw. TGFB1 fur 24 h stimuliert. Entgegen der Annahme konnte das
13 kDa grofRe D-DT 14 Tage nach der Stimulation nicht detektiert werden, jedoch eine
Bande auf der Hohe von 50 kDa (Abbildung 11). Dies deckt sich mit der Beobachtung,

dass immortalisierte humane und murine Tubulusepithelzellen grundsatzlich kein D-
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DT exprimieren (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund konnte die Regulierung von
D-DT in der Nierenfibrose in vitro nicht weitergehend analysiert werden.

t14
t0
w/o Vehikel TGFB1

50 kDa - — — ——— — — —

15 kDa : ‘

- - - D-DT (13 kDa)

Y

Abbildung 11: Expression des 13 kDa groRBen D-DTs nach der primdren Kultivierung muriner
Tubulusepithelzellen nicht detektierbar.

Mithilfe des Western-Blots sollten an Tag 0 (t0) lysierte und an Tag 14 (t14) lysierte primare murine
Tubulusepithelzellen (Vehicle (0,1 % BSA + 4 mM HCL) bzw. TGF(1) die D-DT Expression detektiert
werden. Dieses Experiment wurde einmal durchgefihrt. t= Tag; TGFB1= Tumorwachstumsfaktor 31; D-

DT= D-Dopachrom Tautomerase.
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4.2.2. Verringerte Expression von D-DT in der humanen Nierenfibrose

Nachdem die verringerte murine Expression von D-DT bei zunehmender Nierenfibrose
festgestellt wurde, sollte die Regulierung von D-DT wahrend der humanen
Nierenfibrose mithilfe des Western-Blots analysiert werden. Verglichen wurden daftr
gesunde humane Nierenlysate mit fibrotischen Nierenlysaten. Als Ladekontrolle wurde
GAPDH verwendet. Es konnte detektiert werden, dass D-DT im fibrotischen Gewebe
signifikant verringert exprimiert wurde, verglichen mit den gesunden Nierenlysaten
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Verringerte D-DT Expression in humanem fibrotischem Gewebe.

Mithilfe der Western-Blot Analyse wurde in humanem lysiertem Nierengeweben (gesund (n=8),
fibrotisch (n=8)) die D-DT Expression Uberprift. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Der
gezeigte Western-Blot ist ein reprasentativer Western-Blot. Die Western-Blots wurden densitometrisch
analysiert und in Relation zur Ladekontrolle gesetzt. Das Experiment wurde zweimal durchgefiihrt. Es
wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test verwendet. ***p < 0,001. D-DT= D-Dopachrom

Tautomerase; AU= willkurliche Einheit (arbitrary unit).

Um eine Aussage Uber die Regulation von D-DT wahrend der Fibroseprogression zu
treffen, wurde ein Zellkultur-Experiment mit humanen HEK293T Zellen durchgefuhrt.
Als profibrotische Stimulanz wurde humanes TGFB1 verwendet. Die Stimulation
erfolgte fur 24 h und 48 h. Es wurde anschlieend jeweils ein Zelllysat hergestellt und
die Proteinexpression von D-DT (Abbildung 13A, 13B) und a-SMA (Abbildung 13A,
13C) Uber die Zeit mittels eines Western-Blots analysiert.

Aufgrund der signifikanten Hochregulierung der a-SMA Expression, verglichen mit
dem Vehikel (0,1 % BSA + 4 mM HCL) nach 24 h und 48 h, konnte verifiziert werden,
dass die TGFB1-Stimulation die HEK293T Zellen aktiviert hat. Jedoch unterschied sich
die D-DT Expression 24 h nach TGFB1-Stimulation noch nicht von der Vehikel-
Stimulation. Nach 48 h konnte ein signifikanter Rickgang der D-DT Expression
detektiert werden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Verringerte D-DT Expression in TGFB1-stimulierten HEK293T Zellen.

Mithilfe der Western-Blot Analyse wurde die D-DT (B) sowie a-SMA (C) Expression in HEK293T Zellen,
stimuliert fir 24 h und 48 h mit dem Vehikel (0,1 % BSA + 4 mM HCL) (B: jeweils n=3) bzw. TGFp1, (C:
jeweils n=3) Uberprift. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Der gezeigte Western-Blot (A)
wurde densitometrisch analysiert und in Relation zur Ladekontrolle gesetzt. Das Experiment wurde
einmal durchgefuhrt. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte +
Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde in B und C die ANOVA genutzt, verglichen
wurde die Expression nach 24 h und 48 h mit den Expressionswerten der Vehikel-Kontrolle. *p < 0,05;
**p <£0,01. HEK293= Humane embryonale Nierenzellen; TGF(1= Tumorwachstumsfaktor 31; D-DT= D-
Dopachrom Tautomerase; a-SMA= a-Glattmuskel-Aktin; GAPDH=
Dehydrogenase; AU= willkirliche Einheit (arbitrary unit).

Glycerinaldehyd-3-phosphat-

4.3.ldentifikation der Regulierung von DDT/Ddt auf mMRNA-Ebene

Da eine mehrdimensionale Sicht auf biologische Prozesse wichtig ist, wurde neben
der Regulierung von D-DT auf Protein-Ebene, auch die Regulierung von D-DT auf
MmRNA-Ebene untersucht. Dies lasst einen Ruckschluss auf die Transkription von D-
DT zu. Dies wurde mit Hilfe von bioinformatischen Datenbanken sowie
molekularbiologischen Methoden in murinen sowie humanen gesunden sowie

fibrotischen Nieren untersucht.
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4.3.1. Verringerte Ddt-Expression in der murinen Nierenfibrose

Auf Protein-Ebene wurde D-DT mit zunehmender Nierenfibrose, verringert exprimiert.
Deshalb wurde die Hypothese aufgestellt, dass auch die mMRNA Expression von Ddt in
der Nierenfibrose herunterreguliert wurde. Mithilfe der 6ffentlichen Datenbank Genome
Expression Omnibus (GEO) und nierenspezifischen Einzelzell-Datensatzen (Kidney
Interactive Transcriptomics (KIT); Humphreyslab) wurde die aufgestellte Hypothese
Uberpruft.

Die Ddt-Genexpression wurde in gesunden sowie in durch die UUO induzierten,
fibrotischen murinen Nieren des Datensatzes GSE36496 uberpruft. Das fibrotische
Gewebe stammte von Mausen 1, 2, 5 oder 9 Tage nach der durchgefuhrten UUO. Die
Analyse ergab, dass Ddt in murinen fibrotischen Nieren signifikant herunterreguliert

wurde. Die Expression nahm aul3erdem stetig im Zeitverlauf ab (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Verringerte Ddt-Expression in murinen fibrotischen Nieren.

In gesunden Nieren von SHAM-Kontrolltieren (n=9) sowie fibrotischen Nieren (Tag 1 nach der UUO:
n=3; Tag 2 nach der UUO: n=3; Tag 5 nach der UUO: n=3; Tag 9 nach der UUO: n=4) des Datensatzes
GSE36496 wurde die Ddt-Genexpression verglichen. Die Expressionswerte wurden auf das Niveau des
gesunden Gewebes normalisiert (relativer Expressionswert = 1). Es wurden die einzelnen Datenpunkte
sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde
die ANOVA genutzt, verglichen wurde die Expression der jeweiligen Tage nach der UUO mit den
Expressionswerten der gesunden Niere. ***p < 0,001. t= Tag; UUO= Unilaterale Ureterobstruktion; Ddt

= D-Dopachrom Tautomerase.

Mithilfe nierenspezifischer Einzelzell-Datensatzen (KIT; Wu et al. 2018) wurde die
Expression von Ddf in murinem gesundem, adultem sowie fibrotischem
Nierengewebe, induziert durch eine UUO (Tag 14), in verschiedenen Zelltypen

untersucht. In der gesunden Niere ist eine sehr schwache Expression von Ddt in
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Podozyten, Mesangialzellen, Endothelzellen, in der Henle-Schleife, distalen
Tubulusepithelzellen, im Sammelrohr, in interkalierten Zelle Typ A/B sowie in
Makrophagen zu detektieren. Im gesunden Zustand wird Ddt jedoch hauptsachlich im
proximalen Tubulus im Segment 3 (S3) exprimiert. Die Expression nahm im
fibrotischen Gewebe auf das Niveau der schwach exprimierenden Zellen ab
(Abbildung 15).

Ddt Ddt
Gesund Fibrotisch

log,-transformierte
Expressionsintensitat
N

Abbildung 15: Verringerte Ddt-Expression in proximalen Tubulusepithelzellen in fibrotischem
Gewebe.

Ein Einzelzell-Datensatz von gesunden, adulten, murinen Nieren wurde mit einem Einzelzell-Datensatz
von fibrotischen, UUO Tag 14, murinen Nieren der Kidney Interactive Transcriptomics (KIT) verglichen.
Die Expression von Ddf wurde in beiden Datensatzen in verschiedenen Zellen Uberprift. Pod= Podozyt;
MC= Mesangialzelle; EC= Endothelzelle; PT (S1-2)= proximale Tubuluszelle des Segmentes 1-2; PT
(3)= proximale Tubuluszelle des Segmentes 3; LH= Zellen der Henle-Schleife; DCT= distaler convoluted
Tubulus; CNT= Verbindungstubulus; CD-PC= Sammelrohr-Hauptzelle; IC-A/B= interkalierten Zelle Typ
A/B; M®= Makrophage; Dediff= Dedifferenziert; Prolif= Proliferierend; DL+tAL= absteigender- und
dinner, aufsteigender Teil der Henle-Schleife; TAL= dicker, aufsteigender Teil der Henle-Schleife; Fib.

1/2= Fibroblasten 1/2; JGA= Juxtaglomerularer Apparat.

Die zuvor analysierte Genexpression von Ddt in einem Einzelzell-Datensatz zeigte,
dass Ddt hauptsachlich in proximalen Tubuli exprimiert wird. Auflerdem wurde Ddt im
fibrotischen Nierengewebe in proximalen Tubuli herunterreguliert. Da Einzelzell-
Datensatze jedoch keine raumliche Information bieten, ist eine zusatzliche

gewebespezifische Lokalisierung von Ddt-mRNA sowie die Validierung der
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verringerten Ddt Expression in fibrotischem Gewebe durch RNA in situ Hybridisierung
erforderlich (Abbildung 16).

Die RNA in situ Hybridisierung zeigte, dass in gesundem murinem Nierengewebe die
Ddt mRNA in den Nierentubuli exprimiert wurde. Die Expression wurde durch ein
pinkes Signal visualisiert. Zwei bis zehn Tage nach der UUO nahm die Ddt Expression
in den dilatierten Tubuli ab (Abbildung 16). Die Farbekontrollen befinden sich im
Anhang (Abbildung 42).

Gesund Uuo t10

Ddt

Ddt

Abbildung 16: Riickgang der Ddt mRNA Expression in fibrotischem Gewebe.

Mittels RNA in situ Hybridisierung wurde die Expression der Ddf mRNA in gesundem Nierengewebe (A,
A’) sowie 2 Tage (B, B"), 5 Tage (C, C’), 10 Tage nach der UUO (D, D’) in fibrotischem Nierengewebe
Uberpruft. Die Expression wurde in pink visualisiert. Die weil3en Pfeile weisen beispielhaft auf das Ddt
mRNA Signal. Die Nuklei wurden mit DAPI gegengefarbt und sind in blau dargestellt. In grau wurde die
Autofluoreszenz der Niere visualisiert. Der in den Bildern A-D abgebildete MaRstabsbalken, entspricht
der Grofke von 10 ym. Die Bilder A’-D” zeigen vergréRert die in den Bildern A-D markierten Bereiche.
Der in den Bildern A-D abgebildete Mal3stabsbalken, entspricht der GréRe von 2 um. Dieses Experiment
wurde einmal durchgeflhrt. t= Tag; UUO= Unilaterale Ureterobstruktion; Ddt= D-Dopachrom

Tautomerase.

Die Regulierung von Ddt in gesundem bzw. fibrotischem Nierengewebe wurde des
Weiteren mithilfe der quantitativen (q)RT-PCR Uberprift (Abbildung 17).

Die Genexpression von Ddt (Abbildung 17A) und Col3a1 (Abbildung 17B) der SHAM-
Kontrollniere wurde mit der Genexpression von fibrotischem Nierengewebe, 2, 5, 10,
sowie 14 Tage nach der UUO verglichen. Die Ddt-Expression zeigte ab Tag 2 einen
abnehmenden Trend. Zehn sowie 14 Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO

konnte ein signifikanter Rickgang der Ddt-Expression verzeichnet werden (Abbildung
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17A). Als Kontrolle der Fibrose-Bildung wurde die Expression des Col3a71 Gens
analysiert. Bis Tag 10 nach der UUO zeigte sich ein zunehmender Trend der Col3a1-
Expression. Vierzehn Tage nach der UUO wurde signifikant starker Col3a1 exprimiert
(Abbildung 17B). Dies bedeutet, dass mit zunehmender extrazellularer Matrix die Ddt-

Expression abnahm.
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Abbildung 17: Verringerte Ddt-Expression in der Nierenfibroseprogression.

In einer gqRT-PCR wurde die Expression der Gene Ddt (A) und Col3a1 (B) in murinem SHAM-Gewebe
(n=4) sowie in Gewebe, welches 2 (n=4), 5 (n=4), 10 (n=4) und 14 Tage (n=4) nach der UUO entnommen
wurde, Uberpriift. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Zur Analyse wurde die 2-2AC-Methode
genutzt und die SHAM-Kontrolle wurde als 100 definiert. Das Experiment wurde einmal in
Doppelbestimmung durchgefihrt. Die Expressionswerte wurden auf das Niveau des gesunden
Gewebes normalisiert (relativer Expressionswert = 100). Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie
die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde ANOVA
genutzt, verglichen wurde die Expression der jeweiligen Tage nach der UUO mit den Expressionswerten
der gesunden Niere. *p < 0,05; **p < 0,01. Ddt= D-Dopachrom Tautomerase; Col3a7= Kollagen 3a1; t=

Tag; UUO= Unilaterale Ureterobstruktion; I/R= Ischdmische Reperfusion.

4.3.2. Verringerte DDT-Expression in der humanen Nierenfibrose

In murinen fibrotischen Nieren konnte eine verringerte Ddt Expression festgestellt
werden. Nachfolgend wurde dieser Zusammenhang in humanen fibrotischen Nieren
Uberpruft. Zunachst wurde die DDT-Genexpression von gesunden sowie fibrotischen
humanen Nierenbiopsien des Datensatzes GSE76882 verglichen. Die DDT-
Expressionsanalyse bestatigte die Hypothese, dass D-DT in fibrotischem Gewebe
signifikant verringert exprimiert wird (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Verringerte DDT-Expression in humanen fibrotischen Nierenbiopsien.

In gesunden (n=99) sowie fibrotischen (n=135) Nierenbiopsien des Datensatzes GSE76882 wurde die
DDT-Genexpression verglichen. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden
Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test verwendet. ***p <

0,001. D-DT= D-Dopachrom Tautomerase.

Die Regulierung von DDT in gesundem und fibrotischem humanem Nierengewebe
wurde daruber hinaus mittels einer gRT-PCR analysiert. Dafur wurde als Referenzgen
RNA18SN1 verwendet. DDT wurde im fibrotischen Gewebe signifikant schwacher

exprimiert als im gesunden Gewebe (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Riickgang der DDT-Expression in humanem fibrotischem Gewebe.

In einer qRT-PCR wurde die Expression der Gene DDT in humanem gesundem Gewebe (n=8) sowie
in fibrotischem Gewebe (n=7) uberpruft. Als Referenzgen wurde RNA18SN1 verwendet. Zur Analyse
wurde die 2-44Ct \Methode genutzt und das gesunde Gewebe wurde als 100 definiert. Das Experiment
wurde einmal in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Expressionswerte wurden auf das Niveau des
gesunden Gewebes normalisiert (relativer Expressionswert = 100). Es wurden die einzelnen
Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als statistischer

Test wurde der t-Test genutzt. **p < 0,01. DDT= D-Dopachrom Tautomerase.
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4.4.ldentifizierung der funktionellen Rolle von D-DT

Durch die Analyse der Lokalisierung sowie Regulierung von D-DT auf Protein- sowie
MmRNA-Ebene, in gesundem und fibrotischem Gewebe, konnte identifiziert werden,
dass D-DT hauptsachlich im Cortex von gesunden murinen sowie humanen Tubuli der
Niere exprimiert wird. AulRerdem wurde detektiert, dass D-DT in fibrotischen murinen
und humanen Nieren, insbesondere in geschadigten Tubuli, auf Proteinebene und
MRNA-Ebene, herunterreguliert wird. Folglich wurde mit dem dritten Ziel, der
Untersuchung der funktionellen Rolle von D-DT, fortgefahren. Dadurch sollte
identifiziert werden, welche biologische Funktion D-DT Ubernimmt und welche
zellularen Prozesse es beeinflusst.

In diesem Kapitel wird die funktionelle Rolle von D-DT in in vivo-Fibrosemodellen (UUO
sowie I/R) untersucht und beschrieben. Diese Modelle wurden an Mausen mit einer
systemischen Ddt-Defizienz sowie einer Tubulusepithelzell-spezifischen Ddt-Defizienz
in Kombination mit einem systemischen Mif-KO angewendet. AuRerdem sollte die

praventive Wirkung von D-DT durch eine Interventionsstudie validiert werden.

4.41. Einfluss von D-DT auf die Nierenfibrose und die Inflammation

Zunachst wurde in Ddt-KO Mausen, welche von Richard Bucala (Yale) zur Verfugung
gestellt wurden, eine Nierenfibrose mittels UUO induziert. Die Versuche endeten an
drei verschiedenen Zeitpunkten: Tag 2, Tag 5 und Tag 10. Der frihe Zeitpunkt (Tag 2)
wurde bendtigt, da bereits zwei Tage nach der Ureterligation der renalpelvine Raum
erweitert wird und die Bestandteile des Nierenmarks, insbesondere das innere Mark
und die Papille, mit fortschreitender Erkrankung deutlich reduziert werden. Zu diesem
Zeitpunkt liegt bereits eine starke Immunantwort vor. Das Ziel bestand darin,
Erkenntnisse Uber die akute Erkrankung sowie die Inflammation in diesem frihen
Stadium zu erlangen. Wohingegen 5 Tage nach der UUO bereits eine interstitielle
Nierenfibrose ausgebildet wurde, welche 10 Tage nach der UUO weiter ausgepragt
vorliegt. Diese Zeitpunkte dienen somit der funktionellen Analyse von D-DT in der
interstitiellen Nierenfibrose. AuRerdem sollten die in der UUO erhaltenen Ergebnisse
durch ein weiteres in vivo Fibrose-Modell, der I/R, verifiziert werden.

Zur Analyse der jeweiligen Zeitpunkte wurden [HCs der entsprechenden
Fibrosemarker a-Glattmuskel-Aktin (a-SMA), Kollagen Typ | (Col 1) und Kollagen Typ I
(Col 1ll), sowie der Inflammationsmarker F4/80, welcher Makrophagen detektiert,
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durchgefuhrt. Lotus tetragonolobus lectin (LTL) wurde als Differenzierungsmarker
verwendet, da es spezifisch an Glykokonjugate des Blrstensaums proximaler
Tubulusepithelzellen bindet. Ein Verlust der LTL-Positivitat weist dabei auf eine

Dedifferenzierung dieser Zellen hin.

4411. Geringer Einfluss von D-DT in der akuten Phase der

Nierenerkrankung

Zwei Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO, wurden IHC-Analysen von
verschiedenen Fibrosemarkern durchgefuhrt, um eine Aussage uber den Einfluss von
D-DT in der akuten Phase der Nierenerkrankung treffen zu kénnen. Beim Vergleich
der kontralateralen Niere (gestrichelte orange Linie) mit den WT-Geschwistermausen
sowie den Ddf-KO-Mausen zeigt sich ein Anstieg samtlicher Fibrosemarker, was
bestatigt, dass das Modell grundsatzlich funktioniert hat. Die untersuchten
Fibrosemarker a-SMA, Col | sowie Col lll zeigten einen geringen, nicht signifikanten
(ns) Riuckgang der Fibroblastenaktivierung und der Deposition von ECM in den Dadft-
defizienten Mausen (-/-) im Vergleich zu den WT-Geschwistertieren (+/+). Der
Inflammationsmarker F4/80 wies keinen signifikanten Unterschied zwischen den
beiden Gruppen auf, jedoch war eine starke Streuung der relativen Expression der
Ddt-KO-Mausen zu erkennen. Ein geringer, nicht signifikanter, Rickgang des
Differenzierungsmarkers LTL in den Ddt-defizienten Mausen im Vergleich zu den WT-
Geschwistertieren, wies auf eine verminderte Integritat des Burstensaums proximaler
Tubulusepithelzellen hin (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Schwach verringerte Fibrose in Ddt-defizienten Mausen zwei Tage nach der UUO.
In einem Modell der Nierenfibrose, der UUO, wiesen Ddt-defiziente (-/-) Mause (n=8) im Vergleich zu
Wildtyp-Wurfgeschwistern (+/+) (n=8) eine geringere Nierenfibrose zwei Tage nach der UUO auf, wie
die immunhistologische Farbung von Gewebeschnitten mit den Fibrosemarkern a-Glattmuskel-Aktin (a-
SMA), Kollagen Typ | (Col 1), Kollagen Typ Il (Col Ill) zeigte. Als Inflammationsmarker wurde F4/80 und
als Differenzierungsmarker wurde Lotus tetragonolobus lectin (LTL) verwendet. Die Werte gesunder
kontralateraler Wildtyp Nieren wurden als 1 gesetzt, dargestellt durch die gestrichelte Linie. In jedem
Bild ist ein MaRstabsbalken abgebildet, welcher der GréRe von 50 pm entspricht. Die ausgewahlten
Bilder der jeweiligen Farbung sind reprasentativ. Dieses Experiment wurde einmal durchgefiihrt. Es
wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die Expression der Ddt-KO
Mause mit der Expression der Wildtyp-Mause. ns= nicht signifikant. Ddt= D-Dopachrom Tautomerase;
UUO-= Unilaterale Ureterobstruktion; AU= willktrliche Einheit (arbitrary unit); WT= Wildtyp.

441.2. Geringer Einfluss von D-DT in der initialen Phase der Nierenfibrose

Finf Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO wurden IHC-Analysen von
verschiedenen Fibrosemarkern durchgefuhrt, um eine Aussage Uber den Einfluss von
D-DT in der Nierenfibrose treffen zu kdnnen. Ein geringer, nicht signifikanter Anstieg
der Fibrosemarker Col | sowie Col lll konnte in den Ddt-KO-Mausen (-/-), verglichen
mit den WT-Geschwistermausen (+/+) detektiert werden. Der Fibrosemarker a-SMA
keine  unterschiedliche zwischen  Ddt-KO- und WT-

wies Expression
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Geschwistermausen auf. AuRerdem wurde kein Unterschied in der F4/80 Expression
zwischen Ddt-KO- und Wildtyp-Geschwistermausen festgestellt. Ebenfalls konnte
keine unterschiedliche Expression des Differenzierungsmarkers LTL identifiziert
werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Schwach angestiegene Fibrose in Ddt-defizienten Mausen funf Tage nach der
uuo.

In einem Modell der Nierenfibrose, der UUO, wiesen Ddt-defiziente (-/-) Mause (n=5) im Vergleich zu
Wildtyp-Wurfgeschwistern (+/+) (n=5) eine angestiegene Nierenfibrose flinf Tage nach der UUO auf,
wie die immunhistologische Farbung von Gewebeschnitten mit den Fibrosemarkern a-Glattmuskel-Aktin
(a-SMA), Kollagen Typ | (Col I), Kollagen Typ Ill (Col IIl) zeigte. Als Inflammationsmarker wurde F4/80
und als Differenzierungsmarker wurde Lotus tetragonolobus lectin (LTL) verwendet. Die Werte gesunder
kontralateraler Wildtyp-Nieren wurden als 1 gesetzt, dargestellt durch die gestrichelte Linie. In jedem
Bild ist ein MaRstabsbalken abgebildet, welcher der GréRe von 50 pm entspricht. Die ausgewahlten
Bilder der jeweiligen Farbung sind reprasentativ. Dieses Experiment wurde einmal durchgefiihrt. Es
wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die Expression der Ddt-KO
Mause mit der Expression der Wildtyp-Mause. ns= nicht signifikant. Ddt= D-Dopachrom Tautomerase;
UUO= Unilaterale Ureterobstruktion; AU= willkiirliche Einheit (arbitrary unit); WT= Wildtyp.
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4.41.3. Verstarkte Expression von Col lll und reduzierte Funktionalitat der

Tubuli in Ddt-defizienten Mausen

Zehn Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO wurden IHC-Analysen von
verschiedenen Fibrosemarkern durchgeflihrt, um eine Aussage uber den Einfluss von
D-DT in der Progression der Nierenfibrose, verglichen mit Tag 5, treffen zu kénnen.
Ein nicht signifikanter Anstieg der Fibrosemarker a-SMA sowie Col | konnte in den Dadlt-
KO-Mausen (-/-), verglichen mit den WT-Geschwistermausen (+/+) detektiert werden.
Hingegen wurde Col Il signifikant starker in Dd{-KO-Mausen, verglichen mit den WT-
Geschwistermausen, exprimiert. Als Inflammationsmarker wurde F4/80 verwendet. Es
wurde kein Unterschied in der Expression von F4/80 zwischen Ddt-KO- und WT-
Geschwistermausen festgestellt. Ein signifikanter Rickgang der LTL-Positivitat in den
Ddt-defizienten Mausen im Vergleich zu den WT-Geschwistertieren deutet auf eine

verminderte Integritat des Blrstensaums proximaler Tubuluszellen hin (Abbildung 22).

79



uuo

| CIWT (n=8)
Tag 0 10 [ Ddt" (n=8)
a-SMA Coll Col Ill F4/80 LTL
5 36 Ill 20 i 20 * 80 = 2 *
e | & 1 -] [ ‘ ' T
8518 T e 10 : w0 - T a4 . 0T 1 e
s 8 1 I I + [ + T F
*t |4 [0 AANES e 1] -
8 o 0 i 0 X 0
++ /- ++ -f- ++ -f- ++ -l- ++ -/-

Abbildung 22: Verstiarkte Col lll Expression sowie reduzierte LTL Expression in Ddt-defizienten
Mausen zehn Tage nach der UUO.

In einem Modell der Nierenfibrose, der UUO, wiesen Ddt-defiziente (-/-) Mause (n=8) im Vergleich zu
Wildtyp-Wurfgeschwistern (+/+) (n=8) eine angestiegene Nierenfibrose zehn Tage nach der UUO auf,
wie die immunhistologische Farbung von Gewebeschnitten mit den Fibrosemarkern a-Glattmuskel-Aktin
(a-SMA), Kollagen Typ | (Col I), Kollagen Typ Ill (Col IIl) zeigte. Als Inflammationsmarker wurde F4/80
und als Differenzierungsmarker wurde Lotus tetragonolobus lectin (LTL) verwendet. Die Werte gesunder
kontralateraler Wildtyp-Nieren wurden als 1 gesetzt, dargestellt durch die gestrichelte Linie. In jedem
Bild ist ein MaRstabsbalken abgebildet, welcher der GréRe von 50 pm entspricht. Die ausgewahlten
Bilder der jeweiligen Farbung sind reprasentativ. Dieses Experiment wurde einmal durchgefiihrt. Es
wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die Expression der Ddt-KO-
Mause mit der Expression der Wildtyp-Mause. ns= nicht signifikant; *p < 0,05. Ddt= D-Dopachrom
Tautomerase; UUO= Unilaterale Ureterobstruktion; AU= willkurliche Einheit (arbitrary unit); WT=
Wildtyp.

Die a-SMA Expression wurde daruber hinaus mithilfe des Western-Blots Uberprift. Als
Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Es konnte detektiert werden, dass a-SMA
signifikant starker in Ddt-KO-Mausen exprimiert wurde als in WT-Geschwistermausen
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Signifikant erhéhte a-SMA Expression in Ddt-defizienten Mausen.

Mithilfe der Western-Blot Analyse wurde in UUO-Gewebe (Ddt-defiziente (-/-) Mause (n=8), Wildtyp-
Wurfgeschwistern (+/+) (n=8)) die a-SMA Expression Uberprift. Als Ladekontrolle wurde GAPDH
verwendet. Der gezeigte Western-Blot ist ein reprasentativer Western-Blot. Die Western-Blots wurden
densitometrisch analysiert und in Relation zur Ladekontrolle gesetzt. Das Experiment wurde einmal

durchgefiihrt. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte +

Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die
Expression der Ddt-KO Mause mit der Expression der Wildtyp-Mause. *p < 0,05. Ddt= D-Dopachrom
Tautomerase; GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; a-SMA= a-Glattmuskel-Aktin;
AU= willkurliche Einheit (arbitrary unit); WT= Wildtyp.

441.4. Geringer Einfluss von D-DT in der durch die I/R induzierte

Nierenfibrose

Zur Validierung der durch die UUO erhaltenen Ergebnisse, wurde ein zweites in vivo
Fibrose-Modell, die I/R, genutzt. In diesem Tierversuch wurde lediglich der
Fibrosemarker Col Il analysiert, da Col Ill in der interstitiellen Fibrose als
Hauptbestandteil des fibrotischen Gewebes ermittelt wurde 6°.

An Tag 0 wurde die I/R durchgefihrt und an Tag 14 wurde der Versuch beendet. Die
Expression des Fibrosemarkers Col |l wurde in Ddt-KO-Mausen mit der Expression in
WT-Geschwistermausen verglichen. Es konnte ein nicht signifikanter Anstieg von Col
[Il'in Ddt-KO-Mausen detektiert werden (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Schwach angestiegene Fibrose in Ddt-defizienten Mausen 14 Tage nach der I/R.
In einem Modell der Nierenfibrose, der I/R, wiesen Ddf-defiziente (-/-) Mause (n=6) im Vergleich zu
Wildtyp-Wurfgeschwistern (+/+) (n=6) eine angestiegene Nierenfibrose vierzehn Tage nach der I/R auf,
wie die immunhistologische Farbung von Gewebeschnitten mit dem Fibrosemarker Kollagen Typ Il (Col
[ll) zeigte. Die Werte gesunder kontralateraler Wildtyp-Nieren wurden als 1 gesetzt, dargestellt durch
die gestrichelte Linie. In jedem Bild ist ein Mal3stabsbalken abgebildet, welcher der Grélze von 50 ym
entspricht. Die ausgewahlten Bilder der jeweiligen Farbung sind reprasentativ. Dieses Experiment wurde
einmal durchgefiihrt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die Expression
der Ddt-KO-Mause mit der Expression der Wildtyp-Mause. ns= nicht signifikant. Ddf= D-Dopachrom
Tautomerase; I/R= Ischamische Reperfusion; AU= willklrliche Einheit (arbitrary unit); WT= Wildtyp.

4.4.2. Verstarkte Fibroseausbildung in Mausen mit Tubulusepithelzellspezifisch-

deletiertem Ddt und systemisch-deletiertem Mif

Die vorherigen in vivo Experimente der Ddt-defizienten Mause zeigten einen Einfluss
von D-DT auf die Nierenfibrose, da die Ddt-KO-M&ause eine verstarkte Nierenfibrose
aufwiesen. Verglichen mit den bereits publizierten Ergebnissen des homologen
Proteins MIF in der Nierenfibrose, fiel der Effekt entgegen der Annahme
vergleichsweise abgeschwacht aus. Aus diesem Grund wurde vermutet, dass MIF

moglicherweise einen kompensatorischen Effekt in den Ddt-defizienten Mausen
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aufweisen konnte. Um diese Vermutung zu analysieren, wurde die Nierenfibrose in
Mausen mit Paired-Box-Protein 8 (Pax8)-zellspezifisch-deletiertem Ddf und
systemisch-deletiertem Mif vergleichend mit Mausen mit systemisch-deletiertem Mif
untersucht. Die PAX8-zellspezische Deletion von Ddt wurde mithilfe des Cre/loxP-
Systems induziert. In dieser Linie wird die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des
Pax8-Promotors exprimiert. Dies bedeutet, dass Cre ausschliel3lich in Zellen
exprimiert wird, die auch Pax8 exprimieren. Die Deletion von D-DT erfolgte somit in
allen Pax8-exprimierten Zellen. Diese Zellen sind unter anderem Tubulusepithelzellen
in der Niere, jedoch auch follikulare Epithelzellen in der Schilddrise. Mit diesem
konditionellen KO sollte aulerdem die Funktionalitat von D-DT in Tubulusepithelzellen
getestet werden.

Funf Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO wurden IHC-Analysen von
verschiedenen Fibrosemarkern durchgeflhrt, um eine Aussage uber den Einfluss von
D-DT, bei nicht vorhandener MIF-Expression, in der Nierenfibrose und Uber die
Funktionalitat von D-DT in Tubulusepithelzellen treffen zu kénnen. Ein geringer, nicht
signifikanter Anstieg der Fibrosemarker a-SMA konnte in den Pax8Cre* DDT-P Mif”-
Mausen, verglichen mit den Pax8Cre- DDT-P Mif~ Mausen, detektiert werden.
Hingegen wurden Col | und Col Il signifikant starker in Pax8Cre* DDT-P Mif/- Mausen,
verglichen mit den Pax8Cre- DDT-P Mif/-Mausen, exprimiert. Als Inflammationsmarker
wurde F4/80 verwendet, welcher keinen Unterschied zwischen den Gruppen Pax8Cre*
DDT-P Mif” und Pax8Cre- DDT-P Mif’- aufzeigte. Ein signifikanter Riickgang des
Differenzierungsmarkers LTL in den Pax8Cre* DDT-P Mif”- Mausen im Vergleich zu
den Pax8Cre- DDT-P Mif~ Mausen wies auf eine verminderte Integritat des

Burstensaums proximaler Tubulusepithelzellen hin (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Verstarkte Fibrose und verminderte Integritat des Biirstensaums der Tubuli in
Mausen mit Tubulusepithelzellspezifisch-deletiertem Ddt und systemisch-deletiertem Mif, fiinf
Tage nach der UUO.

In einem Modell der Nierenfibrose, der UUO, wiesen Pax8Cre* DDT-P Mif"-Mause (n=8) im Vergleich
zu den Pax8Cre- DDT-P Mif-Mause (n=8) eine angestiegene Nierenfibrose fiinf Tage nach der UUO
auf, wie die immunhistologische Farbung von Gewebeschnitten mit den Fibrosemarkern a-Glattmuskel-
Aktin (a-SMA), Kollagen Typ | (Col I), Kollagen Typ Il (Col lll) zeigte. Als Inflammationsmarker wurde
F4/80 und als Differenzierungsmarker wurde Lotus tetragonolobus lectin (LTL) verwendet. Die Werte
gesunder kontralateraler Pax8Cre- DDT-P Mif/-Nieren wurden als 1 gesetzt, dargestellt durch die
gestrichelte Linie. In jedem Bild ist ein Mal3stabsbalken abgebildet, welcher der Grofle von 50 um
entspricht. Die ausgewahlten Bilder der jeweiligen Farbung sind reprasentativ. Dieses Experiment wurde
einmal durchgefihrt. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte +
Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die
Expression der Pax8Cre* DDT-P Mif”-Mause mit der Expression der Pax8Cre- DDT-P Mif”--Mause. ns=
nicht signifikant; *p < 0,05. DDT= D-Dopachrom Tautomerase; Mif= Makrophagen-Migrations-Inhibitions
Faktor; UUO= Unilaterale Ureterobstruktion; AU= willkirliche Einheit (arbitrary unit).

4.4.3. Praventive rD-DT Administration erzielt eine reduzierte Nierenfibrose

Um weitere mechanistische Erkenntnisse und eine Translation der gewonnenen
Erkenntnisse aus den genetischen Deletionen zu ermdglichen, sollten praventive
Interventionen mit der Gabe von rekombinantem (r)D-DT sowie 4-lodo-6-
phenylpyrimidine (4-1PP) durchgeflhrt werden. Aufgrund der gewonnenen Erkenntnis,

dass die Ddt-Defizienz in vivo zu einer verstarkten Nierenfibrose fiihrte, sollte im
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Riickschluss die Uberexpression von D-DT durch die Verabreichung von rD-DT, zu
einer verringerten Nierenfibrose flhren. Diese Interventionsstudie sollte die
therapeutische Anwendbarkeit von D-DT Uberprifen. Die Verabreichung von 4-IPP
hingegen bewirkt eine akute und direkte Inhibition von D-DT. Diese Interventionsstudie
sollte den Einfluss von kurzzeitig inaktivierten D-DT untersuchen, da die Ddf-KO-
Mause eine vollstandige Elimination des Ddt aufwiesen, was langfristige Anpassungen
oder Kompensationen zur Folge haben kann. Erwartet wird, dass die praventive Gabe
von 4-IPP die Nierenfibrose verstarkt.

Funf Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO wurden IHC-Analysen von
verschiedenen Fibrosemarkern durchgefihrt, um eine Aussage Uber den praventiven
Effekt von rD-DT in der Nierenfibrose treffen zu kénnen. Eine signifikante Reduktion
der Expression der Fibrosemarker a-SMA sowie Col Ill konnte in den mit rD-DT
behandelten Mausen, verglichen mit den Vehikel (NaCl) behandelten Mausen,
detektiert werden. Es wurde keine unterschiedliche Expression des Fibrosemarkers
Col | festgestellt. Als Inflammationsmarker wurde F4/80 verwendet. Es wurde kein
Unterschied von F4/80 zwischen den mit rD-DT behandelten- und den mit Vehikel
behandelten Mausen festgestellt. Eine schwache Zunahme des
Differenzierungsmarkers LTL in den mit rD-DT behandelten Mausen im Vergleich zu
den mit Vehikel behandelten Mausen, wies auf eine verbesserte Integritdt des

Burstensaums proximaler Tubulusepithelzellen hin (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Verringerte Fibrose in mit rD-DT behandelten Mausen fiinf Tage nach der UUO.

In einem Modell der Nierenfibrose, der UUO, wiesen mit rD-DT behandelte Mause (n=8) im Vergleich
zu den mit dem Vehikel (NaCl) behandelten Mausen (n=8) eine verringerte Nierenfibrose fliinf Tage nach
der UUO auf, wie die immunhistologische Farbung von Gewebeschnitten mit den Fibrosemarkern a-
Glattmuskel-Aktin  (a-SMA), Kollagen Typ | (Col [), Kollagen Typ Il (Col lll) zeigte. Als
Inflammationsmarker wurde F4/80 und als Differenzierungsmarker wurde Lotus tetragonolobus lectin
(LTL) verwendet. Die Werte gesunder kontralateraler WT-Nieren wurden als 1 gesetzt, dargestellt durch
die gestrichelte Linie. In jedem Bild ist ein Mal3stabsbalken abgebildet, welcher der Grélze von 50 pm
entspricht. Die ausgewahlten Bilder der jeweiligen Farbung sind reprasentativ. Dieses Experiment wurde
einmal durchgefihrt. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte +
Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die
Expression der Vehikel behandelten Mause mit der Expression der mit rD-DT behandelten Mause. ns=
nicht signifikant; *p < 0,05; **p < 0,01. r= rekombinant; D-DT= D-Dopachrom Tautomerase; UUO=

Unilaterale Ureterobstruktion AU= willkirliche Einheit (arbitrary unit).

Die a-SMA Expression wurde dariber hinaus mithilfe des Western-Blots Uberprift. Als
Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Es konnte detektiert werden, dass a-SMA
nicht unterschiedlich in Ddt-KO-Mausen exprimiert wurde als in WT-
Geschwistermausen. Jedoch wies die Vehikel (NaCl)-Gruppe eine starke Streuung der

relativen Expression auf (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Keine unterschiedliche a-SMA Expression zwischen Vehikel behandelten und rD-
DT behandelten Mausen.

Mithilfe der Western-Blot Analyse wurde in UUO-Gewebe (Vehikel (NaCl) behandelte Mause (n=8), rD-
DT behandelte Mause(n=8)) die a-SMA Expression Uberprift. Als Ladekontrolle wurde GAPDH
verwendet. Der gezeigte Western-Blot ist ein reprasentativer Western-Blot. Die Western-Blots wurden
densitometrisch analysiert und in Relation zur Ladekontrolle gesetzt. Das Experiment wurde einmal
durchgefiihrt. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte +
Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die
Expression der Vehikel behandelten Mause mit der Expression der rD-DT behandelten Mause. ns= nicht
signifikant, Ddt= D-Dopachrom Tautomerase; GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase;
a-SMA= a-Glattmuskel-Aktin; AU= willkirliche Einheit (arbitrary unit).

4.4.31. 4-IPP induziert eine verstarkte D-DT Expression

In einer weiteren Interventionsstudie sollte der reverse Effekt zu der rD-DT Gabe
Uberpruft werden, indem D-DT durch 4-IPP kovalent inhibiert wird. 4-IPP ist jedoch
kein spezifischer D-DT Inhibitor, sondern inhibiert auch MIF durch eine kovalente
Bindung. 4-IPP inhibiert MIF mit signifikant hoherer Affinitat und Inaktivierungsrate als
D-DT, bei dem die Hemmung wesentlich schwacher ausfallt 1.

Die Betrachtung der ausgewerteten IHC-Farbung des Fibrosemarkers a-SMA zeigte,
dass eine ahnliche a-SMA-Expression zwischen den Vehikel (10 % DMSO in 90 %
MaisoOl) behandelten Mausen und den mit 4-IPP behandelten Mausen vorlag
(Abbildung 28). Dies widerspricht der Hypothese, dass die Inhibition von D-DT, wie
auch die Ddt-deletierten Mause, eine verstarkte Fibrose-Expression aufweisen sollten.
Es wurde vermutet, dass die Inhibition von D-DT zu einer Aktivierung einer
kompensatorischen Ruckkopplungsschleife gefuhrt haben kénnte, bei der die Zelle
den Funktionsverlust von D-DT durch kompensatorische Transkriptionsverstarkung
auszugleichen versucht. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden Proteinlysate der

Nieren beider Versuchsgruppen angefertigt. In Nierengewebslysaten von mit 4-IPP

87



behandelten Mausen wurde die D-DT-Expression signifikant hochreguliert, im
Vergleich zu den Vehikel behandelten Mausen (Abbildung 28). Dies bestatigte die
zuvor aufgestellte Hypothese und weist mdglicherweise auf eine kompensatorische

Ruckkopplungsschleife, die in einer verstarkten D-DT Expression resultiert, hin.
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Abbildung 28: 4-IPP bewirkt eine signifikant verstarkte D-DT Expression.

Ab Tag -2 wurde taglich 4-IPP (n=9) bzw. das Vehikel (10 % DMSO in 90 % Maisdl) (n=7) verabreicht,
an Tag 0 wurde die UUO durchgefiihrt und an Tag 5 wurde der Versuch beendet. Die Expression von a-
SMA wurde mittels Immunhistochemie Uberpruft sowie die D-DT Expression mittels Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Dieses Experiment wurde einmal durchgefuhrt. Die Werte gesunder
kontralateraler Vehikel-Nieren wurden als 1 gesetzt, dargestellt durch die gestrichelte Linie. Es wurden
die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die Expression der mit Vehikel
behandelten Mause mit der Expression der mit 4-IPP behandelten M&use. ns= nicht signifikant; *p <
0,05. 4-IPP= 4-lodo-6-phenylpyrimidine; D-DT= D-Dopachrom Tautomerase; MIF= Makrophagen-
Migrations-Inhibitions Faktor; UUO= Unilaterale Ureterobstruktion; AU= willkirliche Einheit (arbitrary

unit).

4.4.4. Einfluss von D-DT auf die Proliferation und Apoptose

Nachdem der protektive Effekt von D-DT in der Nierenfibrose identifiziert wurde, wurde
anschlieend der Grund fur den protektiven Effekt von D-DT analysiert. Da bereits die
protektive Wirkung von MIF auf der Induktion der Proliferation in Tubulusepithelzellen
sowie der Induktion der Apoptose beruht 48, wurde der Effekt von D-DT auf die

Proliferation und Apoptose analysiert.
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4441. D-DT bewirkt die tubulare Proliferation in vivo

Ein far die Nierenfibrose protektiver Mechanismus ist die Proliferation von
Tubulusepithelzellen sowie die verminderte Proliferation von Fibroblasten. Aus diesem
Grund wurde die resultierende proliferative Wirkung von D-DT auf Tubulusepithelzellen
sowie interstitielle Zellen, wie Fibroblasten, untersucht. Dafur wurde in Ddt-defizienten
Mausen sowie den WT-Geschwistermausen zwei Tage nach der Fibrose Induktion
durch die UUO, Bromdesoxyuridin (BrdU) injiziert. BrdU ist ein Tymidinanalogon,
welches wahrend der S-Phase der Zellteilung in die DNA eingebaut wird und somit
proliferierende Zellen markiert. Es wurde ein friher Zeitpunkt fir diesen Versuch
genutzt, da bereits zwei Tage nach der Obstruktion des Ureters eine starke akute
Proliferation der Tubulusepithelzellen sowie der interstitiellen Zellen ausgeldst wird. In
den spateren Zeitpunkten (5 sowie 10 Tage nach der UUO) wurde als
Proliferationsmarker das Kiel-Antigen 67 (Ki-67) verwendet. Dies liegt darin begriindet,
da Ki-67 alle aktiven Zellzykusphasen markiert und somit identifiziert werden kann, ob
es zu diesen Zeitpunkten noch aktive Zellteilung in den Tubulusepithelzellen bzw.
interstitiellen Zellen gibt.

Die Anzahl an BrdU positiver Tubulusepithezellen sowie interstitieller Zellen der Ddt-
defizienten Mause wurde zwei Tage nach der UUO mit der Anzahl positiver Zellen der
WT-Geschwistermause verglichen. Die Ddf-KO Mause wiesen signifikant weniger
BrdU*-Tubulusepithezellen sowie signifikant mehr BrdU*-interstitielle Zellen auf. Die
totale Anzahl an BrdU*-Zellen hat sich zwischen den Gruppen nicht verandert.
(Abbildung 29). Dies bedeutet, dass aufgrund der Deletion von Ddt eine signifikant
verringerte Proliferation der Tubulusepithelzellen und eine signifikant verstarkte
Proliferation der interstitiellen Zellen, wie bspw. Fibroblasten wurden hervorgerufen.
Nachfolgend wurde die Proliferation der Tubulusepithelzellen sowie der interstitiellen
Zellen der spateren Zeitpunkte mithilfe des Proliferationsmarkers Ki-67 analysiert. Die
Gabe des rD-DTs, verglichen mit dem Vehikel (NaCl), funf Tage nach der UUO,
resultierte in einem signifikanten Anstieg von Ki-67*-Tubulusepithelzellen, sowie in
einer signifikanten Reduktion von interstitiellen Ki-67*-Zellen (Abbildung 30A). Die
gesamte Anzahl an Ki-67*-Zellen hat sich in rD-DT behandelten Mausen verglichen
mit den Vehikel-behandelten Mausen nicht verandert (Abbildung 30B). Die

Verabreichung von D-DT resultiert folglich in einer signifikant verstarkten Proliferation
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der Tubulusepithelzellen und einer signifikant verringerten Proliferation der
interstitiellen Zellen.

Anschlieliend wurde die Proliferation der Tubulusepithelzellen sowie der interstitiellen
Zellen der Ddt-defizienten Mause sowie der WT-Geschwistermause 10 Tage nach der
UUO detektiert. Der Ddt-KO resultierte, verglichen mit den WT-Geschwistermausen,
in einem leichten, nicht signifikanten Rickgang der Ki-67*-Tubulusepithelzellen sowie
einem leichten, nicht signifikanten Anstieg der interstitiellen Ki-67"-Zellen
(Abbildung 30). Die gesamte Anzahl an Ki-67*-Zellen reduzierte sich geringfugig in
Ddt-KO-Mausen (Abbildung 30).
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Abbildung 29: Verringerte Anzahl BrdU positiver Tubulusepithelzellen in Ddt-defizienten Mausen.
Verglichen wurden die BrdU-positiven Tubulusepithelzellen, interstitielle Zellen sowie die gesamte
Anzahl an Ki-67-positiven Zellen in WT (+/+) (n=8) und Ddt -/- (n=8) Mausen 10 Tage nach der Fibrose-
Induktion durch die UUO. Es wurde jeweils ein reprasentatives Bild der WT- sowie Ddt -/- Mausen
gezeigt. Es wurde jeweils ein Hellfeld-Bild einer 20-fachen VergroRerung jedes Tieres ausgewertet. Die
BrdU-positiven Tubulusepithelzellen wurden relativ zu der gesamten Anzahl an BrdU-positiven Zellen
ausgewertet, ebenso wie die BrdU-positiven interstitiellen Zellen. In jedem Bild ist ein Mal3stabsbalken
abgebildet, welcher der GroRe von 50 pm entspricht. Des Weiteren ist eine VergroRerung des
reprasentativen Bildes mit einem Malstabsbalken der GréRe von 25 um abgebildet. In dieser
VergrolRerung wurden beispielhaft positive Tubulusepithelzellen mit einem ausgefiliten schwarzen Pfeil
markiert. Positive interstitielle Zellen wurden mit einem ausgefillten grauen Pfeil markiert. Es wurden
die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellit.
Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt. ns= nicht signifikant; *p < 0,05. D-DT= D-Dopachrom
Tautomerase, r= rekombinant, BrdU= Bromdesoxyuridin, t=Tag; WT= Wildtyp; WT= Wildtyp.
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Abbildung 30: D-DT verstarkt die Proliferation der Tubulusepithelzellen.

A. Verglichen wurden die Ki-67-positiven Tubulusepithelzellen, interstitielle Zellen sowie die gesamte
Anzahl an Ki-67-positiven Zellen in Vehikel (NaCl)- (n=8) und rD-DT behandelten M&ausen (n=8) 5 Tage
nach der Fibrose-Induktion durch die UUO. Es wurde jeweils ein reprasentatives Bild der Vehikel- sowie
rD-DT behandelten Mausen gezeigt. B. Verglichen wurden die Ki-67-positiven Tubulusepithelzellen,
interstitielle Zellen sowie die gesamte Anzahl an Ki-67-positiven Zellen in WT-Geschwistermausen (+/+)
(n=8) und Ddt -/- (n=8) Mausen 10 Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO. Es wurde jeweils
ein reprasentatives Bild der WT- sowie Ddt -/- Mausen gezeigt. Es wurde jeweils ein Hellfeld-Bild einer
20-fachen VergroRerung jedes Tieres ausgewertet. Die Ki-67-positiven Tubulusepithelzellen wurden
relativ zu der gesamten Anzahl an Ki-67-positiven Zellen ausgewertet, ebenso wie die Ki-67-positiven
interstitiellen Zellen. In jedem Bild ist ein MaRstabsbalken abgebildet, welcher der Gréf3e von 50 pym
entspricht. Des Weiteren ist eine VergroRerung des reprasentativen Bildes mit einem MalRstabsbalken
der Grolke von 25 pm abgebildet. In dieser VergréRerung wurden beispielhaft positive
Tubulusepithelzellen mit einem ausgefiillten schwarzen Pfeil markiert. Positive interstitielle Zellen
wurden mit einem ausgefullten grauen Pfeil markiert. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die
entsprechenden Mittelwerte £+ Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test
genutzt. ns= nicht signifikant; *p < 0,05. D-DT= D-Dopachrom Tautomerase, r= rekombinant, Ki-67=
Kiel-Antigen 67, t=Tag; WT= Wildtyp.

4442, D-DT erzielt die Induktion der tubuliaren Proliferation in vitro in HK-2

Zellen

D-DT bewirkte in Nierenfibrose-Modellen in vivo eine Induktion der Proliferation der
Tubulusepithelzellen. Dieses Ergebnis sollte in vitro in der humanen HK-2

Tubulusepithelzelllinie verifiziert werden. Daflir wurden die HK-2 Zellen mit rD-DT in
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verschiedenen Konzentrationen (256, 512, 1024 ng/ml) fur 24 h stimuliert.
Anschlielend wurde ein BrdU-Zellkulturassay durchgeflihrt, um die Proliferation der
Tubulusepithelzellen zu Uberprifen. Detektiert wurde eine mit zunehmender rD-DT
Konzentration, signifikant zunehmende Proliferation (Abbildung 31). In einem zweiten
Versuchsteil wurden die HK-2 Zellen zunachst 30 min mit 512 ng/ml rD-DT stimuliert
und anschlieRend fur 24 h mit dem MIF und D-DT-Inhibitor 4-IPP bzw. dem 4-IPP
Vehikel (DMSO) co-inkubiert. Es konnte detektiert werden, dass die durch das rD-DT
ausgeloste Proliferation, durch die Zugabe des Inhibitors 4-IPP signifikant vermindert
wurde (Abbildung 31).
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Abbildung 31: rD-DT induziert die Proliferation der humanen Tubulusepithelzellen in vitro.

A. Humane Tubulusepithelzellen (HK-2) wurden fir 24 h mit rD-DT in verschiedenen Konzentrationen
(256, 512, 1024 ng/ml) stimuliert. B. Humane Tubulusepithelzellen (HK-2) wurden fir 30 min rD-DT (512
ng/ml) stimuliert, anschlielend wurde der Inhibitor 4-IPP hinzugegeben (16, 32 pyg/ml) und gemeinsam
fur 24 h inkubiert. Die Proliferation der Zellen wurde mittels des BrdU-Assays ermittelt und in Relation
zu der Stimulations-Kontrolle (NaCl) normiert. Es wurden die einzelnen Datenpunkte (n=8) sowie die
entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test
genutzt. *p < 0,05, ***p < 0,001. D-DT= D-Dopachrom Tautomerase.D-DT, r= rekombinant, AU=

willkirliche Einheit (arbitrary unit).

4.4.4.3. D-DT induziert die Apoptose in vivo

Ein weiterer protektiver Mechanismus, welcher die Nierenfibrose verringern kann, ist
die Apoptose, indem bspw. dysfunktionale Tubulusepithelzellen eliminiert werden.
Deshalb wurde der Effekt von D-DT auf die Apoptose untersucht. Als Apoptosemarker
wird die gespaltete Caspase-3 (cleaved Caspase-3), welche an der spaten Phase der

Apoptose beteiligt ist, genutzt. Die inaktive Caspase 3 liegt im physiologischen
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Zustand im Zytoplasma vor und wird nach der Apoptose-Induktion in ihre aktive Form
gespalten (cl. Caspase). Mithilfe einer IHC-Farbung dieses Markers sollte ein
Ruckschluss auf den Einfluss von D-DT in der Apoptose gezogen werden.

Die Gabe des rD-DTs, verglichen mit der Gabe des Vehikels (NaCl), funf Tage nach
der UUO zeigte keine Unterschiede Caspase-3*-
Dadt-KO den WT-

Geschwistermausen, zehn Tage nach der UUQO, in einem signifikanten Rickgang der

in der Anzahl an cl.

Tubulusepithelzellen.  Der resultierte, verglichen mit

cl. Caspase-3*-Tubulusepithelzellen. Es konnte somit eine signifikant verringerte
Apoptose detektiert werden, wenn Ddt eliminiert wurde (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Ddt-defiziente Mause zeigten eine verminderte Anzahl apoptotischer cl. Caspase-
3*-Tubulusepithelzellen nach der UUO.
A. Verglichen wurden die cl. Caspase 3-positiven Tubulusepithelzellen in Vehikel (NaCl)- (n=8) und rD-
DT behandelten Mausen (n=8) 5 Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO. Es wurde jeweils ein
reprasentatives Bild der Vehikel- sowie rD-DT behandelten Mausen gezeigt. B. Verglichen wurden cl.
Caspase 3-positiven Tubulusepithelzellen in WT-Geschwistermdusen (+/+) (n=8) und Ddt -/- (n=8)
Mausen 10 Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO. Es wurde jeweils ein reprasentatives Bild
der Vehikel- sowie rD-DT behandelten Mausen gezeigt. Es wurden jeweils zehn Hellfeld-Bilder einer 20-
fachen VergroRerung jedes Tieres ausgewertet. In jedem Bild ist ein Malistabsbalken abgebildet,
welcher der GréRe von 50 pum entspricht. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die
entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test
genutzt. ns= nicht signifikant; *p < 0,05. D-DT= D-Dopachrom Tautomerase, r= rekombinant, cl=
cleaved, t=Tag, WT= Wildtyp.
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4.4.5. Uberpriifung der Regulation von D-DT/MIF und CD74

Nachdem gezeigt wurde, dass D-DT eine funktionelle Rolle in nierenfibrotischen
Prozessen spielt, sollte nachfolgend geklart werden, wie die Expression von D-DT
gesteuert wird. Angesichts der strukturellen und funktionellen Homologie von D-DT zu
MIF und da beide Liganden an den gleichen Rezeptor CD74 binden, wurde untersucht,
ob MIF und CD74 direkt oder indirekt die Expression von D-DT beeinflussen. Daflr
wurde in Mif-defizienten Mausen (Mif -/-) (Abbildung 33A) und Cd74-defizienten
Mausen (Cd74 -/-) (Abbildung 33B) die Expression von D-DT detektiert. AuRerdem
wurde in Ddt-defizienten Mausen (Ddt -/-) (Abbildung 33C) die Expression von MIF
uberpruft. Fur die Detektion der jeweiligen Proteine wurden Nierenlysate hergestellt
und diese mittels Gelelektrophorese und anschlieRendem Western-Blot analysiert.

Zu detektieren war, dass D-DT weder von MIF noch von CD74 reguliert wurde, da sich
die Expression von D-DT in beiden KOs nicht von den jeweiligen WT-
Geschwistermausen (+/+) unterschieden hat (Abbildung 33A, 33B). Aulerdem konnte
zwischen den Ddt-KO-Mausen (Ddt -/-) und den WT-Geschwistermausen (+/+) keine
unterschiedliche MIF-Expression festgestellt werden (Abbildung 33C). Diese Analyse
legt somit nahe, dass D-DT nicht direkt von MIF oder CD74 beeinflusst wird und keine

kompensatorische Rolle in physiologischen Prozessen ausubt.
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Abbildung 33: D-DT Expression von MIF und CD74 unabhéangig.

Mithilfe der Western-Blot Analyse wurde in Mif-; Cd74- und Ddt-defizienten (-/-) Mausen (n=8) sowie
den entsprechenden Wildtyp-Wurfgeschwistern (+/+) (n=8) unter physiologischen Bedingungen die D-
DT sowie MIF-Expression uberpruft. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Der gezeigte
Western-Blot ist ein reprasentativer Western-Blot. Die Western-Blots wurden densitometrisch analysiert
und in Relation zur Ladekontrolle gesetzt. Das Experiment wurde einmal durchgeflhrt. Es wurden die
einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als
statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die Expression der KO-Mause mit der
Expression der Wildtyp-Mause. ns= nicht signifikant; D-DT= D-Dopachrom Tautomerase; MIF=
Makrophagen-Migrations-Inhibitions Faktor; GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase;
AU= willkurliche Einheit (arbitrary unit); WT= Wildtyp.

Des Weiteren wurde die Relation von D-DT und MIF in fibrotischem Gewebe
analysiert. Dadurch sollten Erkenntnisse Uber die direkte oder indirekte Regulation von
D-DT und MIF und den mdglichen Zusammenhang in der Pathophysiologie fibrotischer
Prozesse gewonnen werden. Dafur wurde in Nierenlysaten und dem Serum der Dat-
KO Studie, 10 Tage nach der UUO (Abbildung 34A) sowie der rD-DT-
Interventionsstudie, 5 Tage nach der UUO (Abbildung 34B) die Expression von MIF
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mittels eines ELISAs detektiert. Diese Analyse zeigte, dass keine veranderte MIF-
Expression in den Nierenlysaten oder im Serum vorlag, sowohl bei der Deletion von
Ddt (Abbildung 34A) als auch bei der Uberexpression von D-DT (Abbildung 34B). In
den untersuchten fibrotischen Modellen konnte kein direkter Zusammenhang zwischen

der Expression von D-DT und MIF festgestellt werden.
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Abbildung 34: MIF wird unabhéngig von D-DT exprimiert.

In A wurde die MIF-Konzentration in ng/ml in Nierenlysaten sowie im Serum von Ddt-KO Mausen 10
Tage nach der UUO in einem MIF-Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) detektiert. Verglichen
wurden jeweils die Ddt-KO-Mause (-/-) (n=4) mit den Wildtyp-Wurfgeschwistern (+/+) (n=4). In B wurde
die MIF-Konzentration in ng/ml in Nierenlysaten sowie dem Serum in der Interventionsstudie, in welcher
Mause mit rD-DT bzw. dem Vehikel (NaCl) behandelt wurden, 5 Tage nach der UUO in einem MIF-
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) detektiert. Verglichen wurden jeweils die Vehikel
behandelten Mause (Vehikel) (n=3) mit den mit rD-DT behandelten Mausen (rD-DT) (n=3). Es wurden
die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellit.
Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die Expression der Ddf-KO-Mause mit
der Expression der Wildtyp-Mause und die Expression der mit Vehikel behandelten Mause mit der
Expression der mit rD-DT behandelten Mause. ns= nicht signifikant. r=rekombinant; D-DT= D-

Dopachrom Tautomerase; MIF= Makrophagen-Migrations-Inhibitions Faktor; UUO= Unilaterale
Ureterobstruktion.
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4.4.6. Mechanistische Effekte von D-DT in fibrotischem Gewebe

Nachdem die nephroprotektive Rolle von D-DT in der Nierenfibrose identifiziert wurde
und kompensatorische Effekte von MIF und CD74 ausgeschlossen wurden, sollte
nachfolgend bestimmt werden, mithilfe welches molekularen Mechanismus diese
Funktion von D-DT ausgeubt wird.

Dazu sollen in diesem Kapitel die mechanistischen Effekte von D-DT im fibrotischen
Gewebe identifiziert werden. Daflr wurde eine Analyse der wichtigen Signalwege von
MIF durchgeflhrt, da aufgrund der starken Homologie, ahnliche Signalwege fur D-DT
eine Rolle spielen konnten. Fokussiert wurde sich auf Signalwege, welche in der
Proliferation eine Rolle spielen, da bereits gezeigt wurde, dass D-DT einen Einfluss
auf die Proliferation von Tubulusepithelzellen sowie interstitiellen Zellen der Niere
nimmt. Die Relevanz dieser identifizierten Signalwege flr die Nierenfibrose wurde in
humanem gesundem und fibrotischem Gewebe Uberpruft. Zuletzt wurde Uberprift, ob

D-DT diese Signalwege fur seine Funktionalitat nutzt.

446.1. MIF-Signalwege

Zunachst wurden der Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)/Extrazellulare
signalregulierte Kinase (ERK)-Signalweg sowie der AMP-aktivierte Proteinkinase
(AMPK)-Signalweg als relevante MIF-Signalwege identifiziert (Abbildung 35). Der
MAPK/ERK-Signalweg bewirkt haufig die Proliferation von Zellen. Wichtige
Signalproteine innerhalb des MAPK/ERK-Signalweges sind ERK1/2. Der AMPKao-
Signalweg hingegen bewirkt oftmals die Suppression der Proliferation. Im AMPKa-

Signalweg ist AMPKa ein wichtiges Signalprotein (Abbildung 35).
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Abbildung 35: MAPK/ERK sowie AMPK sind wichtige Signalwege von MIF.
MIF bindet an CD74 und I6st zwei gezeigte Signalwege aus. MIF= Makrophagen-Migrations-Inhibitions
Faktor; ERK= Extrazellulare signalregulierte Kinase; AMPK= AMP-aktivierte Proteinkinase; mTOR=

mechanistisches Ziel von Rapamycin. (Erstellt mit Biorender.com)

4.4.6.2. Der MAPK/ERK- sowie der AMPK-Signalweg spielen in fibrotischem

Gewebe eine Rolle

Die Signalproteine (p-)ERK1/2 (Abbildung 36) sowie (p-)AMPKa (Abbildung 37) der
identifizierten Signalwege wurden auf ihre Relevanz in humanem fibrotischem
Nierengewebe uberpriuft. Dafir wurde die Expression dieser Signalproteine in
humanen Nierenlysaten mittels Western-Blot-Analyse analysiert. Es konnte festgestellt
werden, dass die Signalproteine ERK1/2 sowie p-ERK1/2 in fibrotischem humanem
Nierengewebe signifikant hochreguliert wurden (Abbildung 36). Dies kann bedeuten,
dass der MAPK/ERK-Signalweg in fibrotischem Gewebe hochreguliert wurde. In
fibrotischem Gewebe wurde auch AMPKa im Gegensatz zu gesundem Gewebe
reguliert, jedoch wurde signifikant weniger AMPKa sowie p-AMPKa exprimiert
(Abbildung 37).
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Abbildung 36: Der MAPK/ERK-Signalweg spielt in fibrotischem humanem Nierengewebe eine
funktionelle Rolle.

Mithilfe der Western-Blot Analyse wurde in gesundem (n=7) und fibrotischem humanem Nierengewebe
(n=7) die phosphorylierte (p) und die totale extrazelluldre signalregulierte Kinase 1/2 (ERK1/2)
Expression Uberprift. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Der gezeigte Western-Blot ist ein
reprasentativer Western-Blot. Die Western-Blots wurden densitometrisch analysiert und in Relation zur
Ladekontrolle gesetzt. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt. Es wurden die einzelnen
Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als statistischer
Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die Expression des gesunden mit dem fibrotischen
Gewebe. ns= nicht signifikant; *p < 0,05; ***p < 0,001; GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase; AU= willkiirliche Einheit (arbitrary unit).
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Abbildung 37: Der AMPKa-Signalweg spielt in fibrotischem humanem Nierengewebe eine
funktionelle Rolle.

Mithilfe der Western-Blot Analyse wurde in gesundem (n=7) und fibrotischem humanem Nierengewebe
(n=7) die phosphorylierte (p) und die totale-AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPKa) Expression
Uberpruft. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Der gezeigte Western-Blot ist ein reprasentativer
Western-Blot. Die Western-Blots wurden densitometrisch analysiert und in Relation zur Ladekontrolle
gesetzt. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die
entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test
genutzt, verglichen wurde die Expression des gesunden mit dem fibrotischen Gewebe. ns= nicht
signifikant; *p < 0,05; **p < 0,01; GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; AU=

willktrliche Einheit (arbitrary unit).

4.4.6.3. D-DT beeinflusst den AKT- und MAPK-Signalweg

Die vorherige Analyse bestatigte die Relevanz der, in der Proliferation relevanten
Signalproteine ERK- sowie der AMPKa in fibrotischem humanem Nierengewebe. Zur
Identifikation der mechanistischen Rolle von D-DT in der Regulation der Nierenfibrose
und insbesondere zur Analyse der Aktivierung von ERK und AMPKa wurden MAPK-
und AKT-Phosphorylierungsarrays verwendet. Diese erlauben eine gezielte Erfassung
multipler Signalproteine und liefern Hinweise auf die pro- oder antiproliferative
Signaltransduktion. Die Signalwege wurden in vivo in der praventiven rD-DT

Interventionsstudie, welche 5 Tage nach der UUO endete, validiert. Daflr wurde die
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Expression definierter Signalproteine in einem AKT- (Abbildung 38A) sowie MAPK-
Arrays (Abbildung 38B) Uberprift.

Der AKT-Array zeigte eine deutliche Hochregulierung aller im AKT-Array validierten
Signalproteine in mit rD-DT behandelten Mausen, verglichen mit den Vehikel (NaCl)
behandelten Mausen (Anhang Abbildung 46). Signifikant starker exprimiert wurden die
Signalproteine Rapidly Accelerated Fibrosarcoma (Raf-1), Prolin-reiches AKT Substrat
mit einem Molekulargewicht von 40 kDa (PRAS40), Glykogensynthase-Kinase 3
(GSK3)a sowie GSK3b (Abbildung 38A).

Nachfolgend wurde die Rolle von D-DT in dem proliferationsfordernden Signalweg
MAPK mittels des MAPK-Arrays validiert. Betrachtet man alle Signalproteine des
Arrays so kann eine Hochregulierung des Signalweges in rD-DT-behandelten Mausen,
verglichen mit den Vehikel-behandelten Mausen, festgestellt werden (Anhang
Abbildung 47). Signifikant starker exprimiert wurden die Signalproteine Mitogen-
aktivierte Proteinkinase-Kinasen (MKK)3, MKKG6, p53, p70S6k, Hitzeschock-Protein 27
(HSP27) und ribosomale S6 Kinase 1 (RSK1) (Abbildung 38B).

Zusammenfassend konnten zellproliferations- und wachstumsfordernde
Signalproteine (Raf-1, PRAS40, GSK3a/b, p70S6k sowie RSK1) durch die
Administration von rD-DT in vivo signifikant hochreguliert werden. Aul3erdem wurden
proapoptotische Signalproteine (MKK3, MKKG6) signifikant hochreguliert. Aulerdem
konnte die Behandlung von Mausen mit rD-DT in vivo die zelluldre Stressantwort
induzieren (p53, MKK3, MKK6, HSP2) (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Hochregulierung einiger AKT- sowie MAPK-Signalproteine in mit rD-DT
behandelten Mausen.

Verglichen wurden verschiedene Signalproteine des AKT-Signalweges (A) und MAPK-Signalweges (B)
mit Hilfe des AKT- sowie MAPK-Arrays in Vehikel (NaCl)- (n=4) und in mit rD-DT behandelten Mausen
(n=4) 5 Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO. Dargestellt wurden ausgewahlte Signalproteine
in A: GSK3a, GSK3b, PRA S40 und Raf-1 und in B: HSP27, MKK3, MKK®6, p53, p70S6k und RSK1
welche eine signifikant veranderte Expression aufwiesen. Aufgetragen wurde jeweils die relative
Expression. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden Mittelwerte =
Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die
Expression der mit Vehikel behandelten Mause mit der Expression der mit rD-DT behandelten Mause.
*p < 0,05; **p < 0,01. AKT= Proteinkinase B; MAPK= Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinasen; MKK=
Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinasen; HSP27= Hitzeschock-Protein 27; RSK1= ribosomale S6
Kinase 1; GSK3= Glykogensynthase-Kinase 3; Raf-1=Rapidly Accelerated Fibrosarcoma,
PRAS40=Prolin-reiches AKT-Substrat mit einem Molekulargewicht von 40 kDa; AU = willkirliche Einheit
(arbitrary unit).
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Zusammenfassend wurde D-DT unter physiologischen Bedingungen hauptsachlich in
proximalen Tubuli detektiert. In fibrotischem murinen und humanen Nierengewebe
wurde D-DT vermindert exprimiert. Die Nierenfibrose der Ddt-defizienten Mause wurde
verstarkt, wohingegen die Administration der Mause mit rD-DT die Nierenfibrose
verbesserte. Des Weiteren verstarkte D-DT die Proliferation von Tubulusepithelzellen
und verminderte die Proliferation von interstitiellen Zellen in vivo in der Nierenfibrose.
Daruber hinaus bewirkte die Deletion von Ddt eine verstarkte Apoptose. D-DT wurde
unabhangig von CD74 oder MIF exprimiert und MIF wies keine kompensatorischen
Eigenschaften bei einer Depletion von Ddf auf. Auflerdem resultierte D-DT in der
fibrotischen Niere, nach der UUO, in einer verstarkten Expression von Signalproteinen

aus proliferativen sowie proapoptotischen Signalwegen.
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5. Diskussion

Diese Studie beschaftigte sich mit der Lokalisierung, der Regulierung und der
Identifizierung der funktionellen Rolle von D-DT in der Nierenfibrose. Die thematische
Fokussierung auf D-DT, basiert auf der Sequenz- und Strukturhomologie zum bereits
gut charakterisierten MIF, welches eine nephroprotektive Rolle in der Nierenfibrose
aufweist 4. Dem gegenlber steht die MIF-vermittelte Entwicklung der pathologisch
proliferativen Glomerulosklerose und die Initiation inflammatorischer Prozesse
47.4860,70 Diese protektive sowie pathologische Eigenschaft von MIF und die Interaktion
in inflammatorischen Prozessen machen es zu einem kritischen Angriffspunkt zur
therapeutischen Behandlung einer Nierenfibrose, da mit Nebenwirkungen gerechnet
werden muss.

D-DT hingegen fehlt die Pseudo(E)LR (Arg', Asp*)-Domane von MIF, die fur die
Interaktion mit CXCR2 zustandig ist. Diese Rezeptorbindung hat einen grundlegenden
Einfluss auf die Rekrutierung von Monozyten und Leukozyten °’. Aus diesem Grund
wird ein geringerer Einfluss von D-DT auf die Inflammation vermutet. Im Herzen konnte
bereits gezeigt werden, dass die fehlende Interaktion mit CXCR2, die von MIF
ausgeloste negative, inotrope Wirkung, aufhebt %8, Vor diesem Hintergrund stellte sich
die Frage, ob D-DT auch im pathophysiologischen Kontext der Nierenfibrose eine
protektive Wirkung aufweist und als potenzieller Angriffspunkt flr ein Therapeutikum
betrachtet werden kann.

Dieses Kapitel diskutiert die Rolle von D-DT in der Nierenfibrose auf der Grundlage der
Ergebnisse der Forschungsarbeit. Dabei werden die Hauptziele, die Lokalisierung und
Regulierung von D-DT in gesundem und fibrotischem Gewebe, sowie die funktionelle

Rolle von D-DT analysiert.

5.1.D-DT wird in proximalen Tubuli exprimiert

In dieser Studie konnte die hauptsachliche mRNA sowie Protein Expression von D-DT
im proximalen Tubulus gesunder Mause und Menschen im Nierencortex
nachgewiesen werden. Die identifizierte Lokalisierung stimmt mit der Expression des
homologen Proteins von D-DT, MIF, iberein #8. Proximale Tubuli spielen eine wichtige
Rolle bei pathologischen Prozessen der tubulointerstitiellen Fibrose 7!. Des Weiteren

wurde mithilfe der nierenspezifischen Einzelzell-Datensatzen die starke Expression

104



von D-DT im S3 des proximalen Tubulus detektiert, verglichen mit der S1 und S2
Expression. Dies kann ebenfalls mit der Rolle von D-DT in der Nierenfibrose
zusammenhangen, da im S1 Segment bei einer Tubulusschadigung TNFa produziert
wird und dies im S2 und S3 zu oxidativem Stress flihrt 72. Es wird vermutet, dass
Stressreaktionen im Tubulus, insbesondere oxidativer Stress, an der Ausbildung einer
Nierenfibrose beteiligt sind 72

Um zu Uberprifen, ob D-DT an diesen pathologischen Prozessen beteiligt ist, wurde

zunachst die Regulierung von D-DT in der Nierenfibrose analysiert.

5.2.Verringerte Expression von D-DT in der Nierenfibrose auf Protein und mRNA-

Ebene

In fibrotischem murinem Nierengewebe wurde D-DT auf der mRNA- sowie der Protein-
Ebene signifikant herunterreguliert, verglichen mit dem gesunden Kontrollgewebe.
Dies wurde in den Nierenfibrose-Modellen UUO sowie I/R detektiert. AuRerdem wurde
im UUO-Zeitverlauf die stetige D-DT Abnahme bei zunehmender Produktion der
extrazellularen Matrix und die damit verbundene zunehmende Fibrose-Progression
detektiert. Daruber hinaus kann auch der Verlust der D-DT Expression nach 14 Tagen
in vitro Kultivierung von murinen primaren Tubulusepithelzellen damit in Einklang
gebracht werden. Die Kultivierung von Zellen auf einer Plastikoberflache einer
Zellkultur-Flasche 16st bereits aufgrund der starren Kunststoffoberflachen und der
daraus resultierenden mangelnden Flexibilitat der Zelle, im Vergleich zu einer
natlrlichen Umgebung, eine mechanische Belastung der Zelle aus 7. Diese Belastung
fuhrt infolgedessen zu zellularen Stressreaktionen, welche wiederum zu einer
Aktivierung der Zellen und zur Ausbildung eines profibrotischen Zustands fuhren
konnen 7374 |st dies der Fall, so wiirde die Beobachtung des Verlustes der D-DT
Expression in kultivierten Zellen, der Analyse der verringerten D-DT Expression im
fibrotischen Zustand entsprechen. Die in vitro Kultivierung von HEK293T Zellen
bestatigt diese Hypothese, da die Expression des Fibrosemarkers a-SMA in den
Vehikel-stimulierten Zellen mit der Dauer der Kultivierung von 24 h zu 48 h zunahm.
Dies bedeutet, dass ohne die Aktivierung der Zellen durch TGFB die alleinige
Kultivierung der Vehikel-stimulierten Zellen zu einer Zunahme des profibrotischen-
Zustands der HEK293T Zellen fuhrt.
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In fibrotischem humanem Nierengewebe wurde D-DT auf der Protein- sowie der
MmRNA-Ebene ebenfalls signifikant herunterreguliert, verglichen mit dem gesunden
Kontrollgewebe. Zusammengefasst flihrte im murinen wie auch im humanen Gewebe
die ausgebildete Nierenfibrose zu einer verringerten D-DT Expression im
Nierentubulus (Abbildung 39). Diese verringerte Expression von D-DT die erstmalig in
fibrotischem Gewebe untersucht wurde entspricht, wie auch schon die Lokalisierung
von D-DT, der Regulierung von MIF in humanem und murinem fibrotischem
Nierengewebe #. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass MIF eine renoprotektive
Wirkung in der Fibrose aufweist. Da die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass D-DT
vergleichbar zu MIF exprimiert und reguliert wird, wurde nachfolgend Uberprift, ob D-

DT auch eine ahnliche funktionelle Rolle in der Nierenfibrose wie MIF ausubt.

Fibrose & Fibrose #

D-DT Expressionf _D-DT Expression¥

Abbildung 39: Verminderte D-DT Expression in fibrotischen Nieren.
D-DT wird in den Tubuli des Cortex der gesunden Niere exprimiert und in fibrotischem Gewebe ist diese

Expression herunterreguliert. D-DT= D-Dopachrom Tautomerase. (Erstellt mit Biorender.com)

5.3.D-DT spielt eine nephroprotektive Rolle in der Nierenfibrose

Zur Identifikation der funktionellen Rolle von D-DT wurde zunachst das in vivo
Nierenfibrose-Modell UUO in Ddt-defizienten-Mausen durchgefiihrt. Zwei Tage nach
der Fibrose-Induktion durch die UUO konnte ein geringer, nicht signifikanter Rickgang
der Fibrosemarker in den Ddt-KO Mausen, verglichen mit den WT-Mausen detektiert
werden. Dies kann damit begrindet werden, dass die Fibrose an Tag 2 noch nicht
ausgepragt ist und sich erst im spateren Verlauf die extrazellulare Matrix starker
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entwickelt. Dieser leichte Ruickgang der Fibrosemarker konnte bereits in Mif-KO
Mausen zwei Tage nach der UUO, verglichen mit den WT-Geschwistermausen,
identifiziert werden 8. Jedoch wurde bereits zwei Tage nach der durchgefiihrten UUO
in Mif-defizienten eine signifikant verstarkte Inflammation verglichen mit den WT-
Geschwistermausen detektiert werden #8. Eine verstéarkte Inflammationsreaktion wurde
zwei Tage nach der UUO in Ddt-defizienten Mausen hingegen nicht identifiziert. Diese
bedeutet, dass D-DT keinen Einfluss auf die Inflammation zu nehmen scheint, jedoch
sein Homolog MIF. Grundsatzlich entspricht die nicht veranderte Inflammation der
allgemeinen Hypothese, dass D-DT einen geringen Einfluss auf inflammatorische
Prozesse hat, aufgrund der fehlenden Pseudo(E)LR (Arg'!, Asp*)-Doméne °’. Diese
Domane ist flr die Interaktion mit dem Rezeptor CXCR2 zustandig, welcher die
Rekrutierung von Monozyten und Leukozyten vermittelt 57.

Funf Tage nach der UUO wurde ein geringer, nicht signifikanter Anstieg der
Fibrosemarker Col | sowie Col Ill in den Ddt-defizienten Mausen, verglichen mit den
WT-Geschwistermausen, detektiert. Der Fibrosemarker a-SMA zeigte hingegen keinen
Unterschied zwischen den Ddt-defizienten Mausen und den WT-Geschwistermausen.
Dies kann damit begrindet werden, dass wahrend der Operation dieser Mause die
Kauterisation unzureichend funktioniert hat. Das hat wiederum dazu gefihrt, dass sich
nur eine geringe Nierenfibrose ausgebildet hat. Dadurch kann womdglich die lediglich
geringe Steigerung der Fibrosemarker erklart werden. Im Vergleich zu Vorstudien
wurde aulderdem eine unerwartet hohe Varianz beider Gruppen festgestellt, ebenso ist
die relative Expression der Fibrosemarker verglichen mit der kontralateralen Niere
geringer als zuvor “. Diese Beobachtungen stitzen die Annahme, dass die
Operationen, weniger gut funktioniert haben als in Vorversuchen.

Zehn Tage nach der Induktion der Fibrose durch die UUO, konnte in Ddt-KO-Mausen,
verglichen mit den WT-Geschwistermausen, eine signifikant verstarkte Expression des
Fibrose-Markers Col Il in einer IHC-Farbung und eine signifikant starkere a-SMA
Expression in einer Western-Blot Analyse detektiert werden . Wohingegen Col | keine
veranderte Expression in Ddt-KO Mausen, verglichen mit den WT-
Geschwistermausen, aufwies. Col Il als auch Col | wurden als die am haufigsten
vorkommenden Gruppen von Kollagenen im Bindegewebe identifiziert 7°. In der
interstitiellen Fibrose wurde jedoch Kollagen Il als Hauptbestandteil des fibrotischen
Gewebes ermittelt °. Dies erklart moglicherweise die signifikante Steigerung von Col

[l und den nicht signifikanten Anstieg von Col | in fibrotischen Ddt-KO-Mausen,
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verglichen mit WT-Geschwistermausen. Der signifikant reduziert exprimierte
Differenzierungsmarker LTL in Ddt-defizienten Mausen verwies auf einen reduzierten
Burstensaum in Tubulusepithelzellen. Die massive Erweiterung der Nierentubuli sowie
ein Verlust der Blrstensaumstruktur der Tubulusepithelzellen sind Reaktionen infolge
der UUO 75. Der Blrstensaum ist eine hochdynamische, organisierte, spezialisierte
Membran, die eine Vielzahl von Glykoproteinen erhalt, die fur die Funktionen der
Tubulusepithelzellen erforderlich sind 77. Daraus resultierend weist eine reduzierte
LTL-Expression auf eine starkere Schadigung der Tubuli hin, da verstarkt der
Blrstensaum verloren wurde 78, Die Inflammationsmarker zeigten keine
unterschiedliche Expression zwischen Ddt-KO- und WT-Geschwistermausen. Dies
steht im Gegensatz zu der signifikant gesteigerten Expression der Inflammation in den
homologen Mif-KO-Mausen, verglichen mit den WT-Geschwistermausen 4.
Zusammengefasst wurde festgestellt, dass in vivo zehn Tage nach der UUO die Ddt-
Defizienz in einer signifikant verstarkten Produktion der extrazellularen Matrix sowie in
einer verstarkten Schadigung der Tubulusepithelzellen resultierte.

Um die Ergebnisse in einem weiteren Nierenfibrose-Modell zu bestatigen, wurde die
I/R durchgefuhrt und der Versuch wurde 14 Tage danach beendet. Im
Tierversuchsantrag (81-02.04.2018.A251) wurden fur dieses Versuchsvorhaben
weibliche Mause beantragt, um die Zucht optimal auszunutzen. Im Vergleich zu
mannlichen Tieren weisen weibliche Mause eine reduzierte Fibroseauspragung auf 7°.
Aufgrund dieser Tatsache wurde bereits die Zeit der durchgeflihrten Ischamie im
Vergleich zu Mannchen um funf Minuten verlangert. Es wurde nur eine geringe
Steigerung des Fibrosemarkers Col Il in Ddt-defizienten Mausen und WT-
Geschwistermausen verglichen mit der kontralateralen Niere festgestellt. Dies stellt
einen Hinweis auf die unzureichende Funktionalitat des Nierenfibrosemodells dar. Ein
Grund fur die abgeschwachte Fibroseausbildung ist moglicherweise, die schitzende
Wirkung des weiblichen Ostrogens vor einer Nierenschadigung . Vermutlich hat die
Ischamiezeit in dem verwendeten Maushintergrund SV129 nicht ausgereicht und hatte
verlangert werden mussen, um eine solide Nierenfibroseausbildung zu erhalten.
Dieser Versuch sollte auRerdem in mannlichen Mausen wiederholt werden. Trotz der
geringeren Aussagekraft des I/R Versuches konnte durch Col Il der Trend einer
verstarkten Bildung von extrazellularer Matrix in Ddt-defizienten Mausen bestatigt

werden.
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Aufgrund der in allen Versuchen weniger stark ausgepragten Fibrosemodelle im
Vergleich zu Vorversuchen, sollte fur Nierenfibrose-Versuche mit Ddf-KO-Mausen die
Rickkreuzung der Mauslinie auf einen C57BL/6 Maus-Hintergrund in Betracht
gezogen werden, da SV129 Mause resistenter gegen die Ausbildung von Nierenfibrose
sind als C57BL/6 Mause 882, Vor diesem Hintergrund ist auch zu berlicksichtigen,
dass der bei Ddt-KO-Mausen beobachtete Effekt einer verstarkten Nierenfibrose im
Vergleich zu den bereits publizierten Ergebnissen zum homologen Protein MIF deutlich
abgeschwacht ausfiel 4.

Mithilfe der UUO und, im verminderten Mal3e, auch der I/R, wurde in Ddt-defizienten
Mausen eine verstarkte Nierenfibrose nachgewiesen. Die zusatzliche Intervention
durch die Verabreichung von rD-DT sollte hingegen, entsprechend der Hypothese,
praventiv vor der Entwicklung der Nierenfibrose schitzen. Die Fibrosemarker a-SMA
und Col Il zeigten eine signifikant reduzierte Expression in mit rD-DT behandelten
Mausen, verglichen mit den Vehikel-behandelten Mausen. Somit bewirkte das rD-DT
eine verminderte Ausbildung der Nierenfibrose. Die nicht veranderten
Inflammationsmarker deuteten erneut auf die untergeordnete Rolle von D-DT in der
Inflammation hin. Vor diesem Hintergrund wurde die Frage aufgeworfen, ob MIF als
funktionelles Homolog von D-DT eine kompensatorische Rolle Gbernimmt. Zu diesem
Zweck wurden Mause mit tubulusepithelspezifisch (Pax8)-deletiertem Ddt und
systemisch deletiertem Mif finf Tage nach der Induktion der Fibrose durch die UUO
analysiert. Col | und Col Il wurden signifikant starker in Pax8Cre* DDT-P Mif”- Mausen
verglichen mit den Pax8Cre- DDT-P Mif- Mausen exprimiert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Defizienz von Ddt in den Tubulusepithelzellen additive Effekte zur
Mif-Deletion aufweist. AuBerdem deutet der Versuch darauf hin, dass MIF keine
kompensatorischen Effekte austbt und die verstarkte Fibrose in Pax8Cre* DDT-P Mif
- verglichen mit den Pax8Cre- DDT-P Mif”- Mausen durch die Ddt-Defizienz ausgelost
wurde. Die bereits formulierte These, dass MIF, D-DT wahrscheinlich nicht
kompensiert, wird durch die Ergebnisse der Serum- und Gewebekonzentrations-
Bestimmung von MIF in der Ddt-KO Studie 10 Tage nach der UUO sowie der rD-DT
Interventionsstudie 5 Tage nach der UUO gestltzt. Diese Ergebnisse zeigten, dass es
bei einer Ddt-Defizienz sowie D-DT Uberexpression zu keiner Veranderung der MIF-
Expression kam. Dies spricht ebenfalls flir eine unabhangige und nicht
kompensatorische Expression von MIF.
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WeiterfUhrend wurde die Regulierung von D-DT in Abhangigkeit von MIF und CD74
Uberprift. In Mif-defizienten Mausen und WT-Geschwistermausen sowie in Cd74-
defizienten und WT-Geschwistermausen wurden keine Unterschiede in der Expression
von D-DT festgestellt. Andersherum wurden in Ddt-defizienten Mausen ebenfalls keine
Unterschiede in der MIF-Expression detektiert. Dies bedeutet, dass D-DT unabhangig
von seinem homologen Protein oder seinem Rezeptor CD74 exprimiert wird.
Interessanterweise wurde fur MIF in der Nierentumorentstehung detektiert, dass eine
MIF-Inhibition in einer D-DT Kompensation resultierte 8. Dies stimmt mit der
signifikanten verstarkten D-DT Expression nach vorheriger MIF Inhibition durch 4-IPP
Uberein. Es liel3e sich vermuten, dass MIF den potenteren Faktor darstellt, da seine
Inhibition kompensatorische Mechanismen erfordern konnte, wahrend der Verlust von
D-DT moglicherweise keiner solchen Kompensation bedarf.

Der Grund fur den protektiven Effekt von D-DT in der Nierenfibrose konnte in der
Proliferation von Tubulusepithelzellen begrindet werden, da dies bereits fur MIF
gezeigt werden konnte 48, Bereits zwei Tage nach der UUO, wurde in Ddt-KO Mausen
signifikant weniger proliferierende Tubulusepithelzellen hingegen signifikant verstarkt
proliferierende interstitielle Zellen, wie bspw. Fibroblasten, detektiert. Deshalb wurde
vermutet, dass die Verabreichung von rD-DT in der Interventionsstudie gegenteilige
Ergebnisse zeigen wird. Dies konnte durch die verstarkte Proliferation von
Tubulusepithelzellen sowie die verringerte Anzahl an proliferierenden interstitiellen
Zellen in rD-DT behandelten Mausen bestatigt werden. Des Weiteren konnte in vitro
der proliferative Effekt von rD-DT in humanen Tubulusepithelzellen verifiziert werden.
Dieser Effekt wurde bereits zuvor in murinen proximalen Tubulusepithelzellen
nachgewiesen, einhergehend mit der Erkenntnis, dass D-DT molekulare Reaktionen
auslost, die zu einer umfassenden Regeneration der Tubulusepithelzellen fiihren 8.
Des Weiteren wurde MIF-CD74 bereits als wichtige Signalachse fur die Regeneration
der Nierentubuli identifiziert 8. Aufgrund der starken Homologie zwischen MIF und D-
DT liegt es nahe, dass dies ebenfalls auf D-DT zutrifft, und dies wtrde die durch D-DT
ausgeloste verstarkte Proliferation von Tubulusepithelzellen untermauern. Eine
proliferative Wirkung von D-DT wurde aul3erdem bereits in B16F10-Melanomzellen, im
Alveolarepithel sowie in einer humanen Leberkrebszelllinie (HepG2) nachgewiesen
56,8586 |n anderen Studien wurden indirekte Signal-Crosstalks durch Wnt/B-Catenin
zwischen Tubulusepithelzellen und interstitiellen Fibroblasten identifiziert 87. AuBerdem

wird CD74 in den gesunden Tubulusepithelzellen nur schwach exprimiert, jedoch wird
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die Expression in zahlreichen Nierenerkrankungen hochreguliert . Vergleicht man die
Expression von CD74 von Tubulusepithelzellen mit Fibroblasten, so ist eine deutlich
starkere Expression von CD74 in Tubulusepithelzellen fibrotischer Nieren von Mausen
festzustellen, sodass zelltypspezifische Ligandenantworten zu erwarten sind 88. Auf
der anderen Seite wird in fibrotischen Nieren von Mausen CXCR4 in Fibroblasten
deutlich starker exprimiert als in Tubulusepithelzellen 8. Es liegt somit nahe, dass eine
unterschiedliche Signaltransduktion, ein Crosstalk oder die unterschiedliche
Expression von CD74/CXCR4 zwischen Tubulusepithelzellen und interstitiellen Zellen
eine Begrundung dafur bietet, dass dieselbe Rezeptorbindung von D-DT pro- oder
antiproliferative Effekte haben kann.

Darlber hinaus resultierte die Ddt-Deletion in einer signifikant verminderten Anzahl an
cl. Caspase-3 positiver Zellen. Die Behandlung von WT-Mausen mit rD-DT, verglichen
mit den Vehikel-behandelten Mausen, zeigte keine unterschiedliche Anzahl an cl.
Caspase-3 positiver Zellen. Dies liegt wohimoglich an der gro3en Streuung der
Vehikel-behandelten Tiere. Grundsatzlich konnte dieser Zusammenhang der
verringerten Apoptose bereits in Mi-KO Ma&usen identifiziet werden 48. Die
Beseitigung irreparabel geschadigter Zellen ist die wichtigste physiologische Aufgabe
der Apoptose 48,

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von D-DT
unabhangig von MIF zur Zunahme der Fibrose flhrte. Die Gabe des rD-DT resultierte
in einer verringerten Fibroseausbildung und folglich kann D-DT eine nephroprotektive
Rolle zugeordnet werden, die aus einer verstarkten Proliferation der
Tubulusepithelzellen und einer verringerten Proliferation von interstitiellen Zellen
resultiert (Abbildung 40).
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Abbildung 40: D-DT ist ein nephroprotektiver Faktor.

In der Abbildung werden zwei Szenarien (verringerte bzw. verstarkte D-DT Expression) beginnend von
der physiologischen Ausgangssituation (gesunder Tubulus) aufgezeigt. Liegt eine verringerte D-DT
Expression vor, so wird eine verstarkte interstitielle Fibrose ausgeldst. Hingegen resultiert die verstarkte
D-DT Expression in einer verringerten interstitiellen Fibrose, welches mit der verstarkten Proliferation

von Tubulusepithelzellen einhergeht.

5.4.Induktion proliferativer Signalwege durch D-DT

Zunachst konnte detektiert werden, dass die fir MIF relevanten Signalwege, der
MAPK/ERK- sowie der AKT-Signalweg in fibrotischem humanem Gewebe eine Rolle
spielen. Dies konnte anhand von Signalproteinen des jeweiligen Signalweges
ausgemacht werden. Folglich wurde in Protein-Arrays der gesamte Signalweg
Uberpruft. Im AKT-Array wurde in mit rD-DT behandelten Mausen GSK3a, GsK3b,
PRAS40 sowie Raf-1 signifikant verstarkt exprimiert. Dies legt nahe, dass durch D-DT
der AKT-Signalweg im Nierengewebe aktiviert wird. Im Einklang damit zeigte eine
Publikation die Aktivierung des AKT-Signalweges durch D-DT in Kardiomyozyten sowie
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Hepatozyten 55%. In der Leber flUhrte die Aktivierung des AKT-Signalweges zur
Verminderung der Leberfibrose .

Die Signalproteine MKK3, MKK6, p53, p70S6k, HSP27, RSK1 wurden in rD-DT
behandelten Mausen, verglichen mit den Vehikel Mausen, im MAPK-Array signifikant
verstarkt exprimiert. Die Proteine ERK1/2, GSK3a sowie GSK3b zeigten aullerdem
einen Trend zu einer verstarkten Expression in rD-DT behandelten Mausen. Somit
konnte identifiziert werden, dass D-DT in der Aktivierung des MAPK-Signalweges im
Nierengewebe resultiert. In Praadipozyten konnte die Aktivierung des MAPK-
Signalweges durch D-DT bereits verifiziert werden %°. Publizierte Daten zeigen, dass
die Inhibierung des MAPK-Signalweges die Nierenfibrose reduziert ®'. Dies kann damit
zusammenhangen, dass der MAPK-Signalweg und insbesondere das Signalprotein
ERK1/2 zur Proliferation der Zellen fiihrt 2. Da die verwendeten Nierengewebelysate
hauptsachlich aus Tubulusepithelzellen bestehen, wird spekuliert, dass die durch D-
DT ausgeloste Proliferation der Tubulusepithelzellen hauptsachlich durch die
Aktivierung des AKT- sowie MAPK-Signalweges induziert wird.
Zusammengenommen legen die Daten der Studie nahe, dass D-DT in gesundem
Nierengewebe in proximalen Tubuli produziert und in fibrotischem Nierengewebe
signifikant verringert exprimiert wird (Abbildung 41). Aullerdem kann D-DT als ein
neuer endogener tubularer nephroprotektiver Faktor angesehen werden, welcher die

tubulare Proliferation verstarkt (Abbildung 41).
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Lokalisierung

Abbildung 41: Die Rolle von D-DT in der Nierenfibrose.
In dieser Studie wurde die Lokalisierung, die Regulation und die funktionelle Rolle von D-DT in der Nierenfibrose
untersucht. D-DT wird in gesunden proximalen Tubuli der Niere exprimiert und in fibrotischem Nierengewebe ist

diese Expression signifikant vermindert. D-DT kann zudem eine nephroprotektive Rolle zugeordnet werden. D-DT=
D-Dopachrom Tautomerase. (Erstellt mit Biorender.com)
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6. Zusammenfassung

Weltweit sind mehr als 10 % der Bevolkerung von Nierenerkrankungen betroffen. Das
Fortschreiten einer Nierenerkrankung fuhrt unweigerlich zu einer Nierenfibrose. Derzeit gibt es
keine zugelassenen spezifischen Therapien, nur indirekte klinische Ansatze zur Behandlung
der Nierenfibrose mit nephroprotektiven Medikamenten. Uber endogene Faktoren, die die
Fibrose begrenzen, ist weniger bekannt. Der Makrophagen-Migrations-Inhibitionsfaktor (MIF)
gilt als potenzieller Schutzfaktor, da er durch Aufhebung des Zellzyklusarrests in
Tubulusepithelzellen die Regeneration geschadigter Tubuli férdert und somit fibrotischen
Umbauprozessen entgegenwirken kann.

Die D-Dopachrom Tautomerase (D-DT) ist ein strukturelles und funktionelles Homolog von
MIF. Uber die Lokalisierung, die Regulierung und die funktionelle Rolle von D-DT in gesunden
Nieren und in der Nierenfibrose ist sehr wenig bekannt. Die Expression von D-DT in gesunden
Nieren und in der Nierenfibrose wurde in vivo in der einseitigen Ureterobstruktion (UUO) sowie
in der Ischamie-Reperfusion (I/R) und in gesunden und fibrotischen Patientenbiopsien mittels
Immunhistochemie, Immunfluoreszenz, RT-PCR, RNA-in-situ-Hybridisierung, Western Blot
und Enzymimmunoassay (ELISA) untersucht. Offentlich verfligbare Datensatze und Arrays
wurden reanalysiert und durch in-vitro-Studien erganzt. Die funktionelle Rolle von D-DT in vivo
wurde in D-DT-Knockout-Mausen (KO) im Vergleich zu Wildtyp-Wurfgeschwistern (WT) und
durch Verabreichung von rekombinantem D-DT in WT-Mausen im UUO-Modell analysiert.

Die mRNA- und Proteinexpression von D-DT wurde sowohl in gesunden Nieren von Mausen
als auch von Menschen hauptsachlich in den proximalen Tubuli lokalisiert. Die Expression war
in fibrotischem Nierengewebe von Patienten und Mausen deutlich reduziert. Eine erneute
Analyse der Ddt/DDT-Expression in 6ffentlich zuganglichen Array-Daten von Mausen und
Menschen bestatigte diese Resultate zusatzlich. In vitro zeigten HEK293T-Zellen eine
signifikant verringerte D-DT-Expression, wenn sie mit dem profibrotischen transformierenden
Wachstumsfaktor-B1 (TGFB1) stimuliert wurden. Ddf-KO-Mause im Vergleich zu WT-Mausen
zeigten eine signifikant verstarkte Nierenfibrose im UUO-Modell, wahrend die Behandlung mit
rekombinantem D-DT die Fibrose signifikant verbesserte. Dartber hinaus induzierte rD-DT die
Proliferation der Tubulusepithelzellen.

Die Experimente deuten darauf hin, dass D-DT ahnlich wie MIF, eine schitzende Rolle in der
Nierenfibrose spielt. Es initiiert einen proliferativen Effekt auf Tubulusepithelzellen durch die
Aktivierung des AKT- und MAPK-Signalweges. Des Weiteren wurden antiapoptotische Effekte
ausgehend von D-DT festgestellt. Zusammengenommen legen die Daten der Studie nahe,
dass D-DT als ein neuer endogener tubularer nephroprotektiver Faktor angesehen werden

kann.
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8. Anhang
8.1. Appendix

negativ Kontrolle

positiv Kontrolle

Gesund

Abbildung 42: Negativ- und Positivkontrolle der Ddt-RNA In Situ Hybridisierung.

Die Kontrolle der RNA In Situ Hybridisierung zur Detektion von Ddf, wurde in gesundem Gewebe
durchgefihrt. Es wurden reprasentative Bilder des gesunden Tubulointerstitiums gezeigt. In jedem Bild
ist ein MaRstabsbalken abgebildet, welcher der Grofie von 10 um entspricht.

Isotypkontrolle Ddt -/-

Gesund

Abbildung 43: Immunfluoreszenzkontrollen: Isotypkontrolle sowie Ddt-KO.

Die Kontrolle der Immunfluoreszenz zur Detektion von D-DT, wurde in gesundem Gewebe durchgefihrt.

Es wurden reprasentative Bilder des gesunden Tubulointerstitiums gezeigt. In jedem Bild ist ein
Malstabsbalken abgebildet, welcher der Gré3e von 10 um entspricht.
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Tubulointerstitium Ddt -/-

Gesund

20pm
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Abbildung 44: Imnmunhistochemie-Kontrolle: Ddt-KO.

Die Kontrolle der Immunhistochemie zur Detektion von D-DT, wurde in gesundem Gewebe durchgefuhrt
Es wurden reprasentative Bilder des gesunden Tubulointerstitiums gezeigt. In jedem Bild ist ein
MaRstabsbalken abgebildet, welcher der Gré3e von 20 ym entspricht.

Tubulointerstitium Isotypkontrolle

Gesund

Abbildung 45: Immunfluoreszenz-Kontrolle:

Humanes gesundes Gewebe sowie die
Isotypkontrolle.

Die Kontrolle der Immunfluoreszenz zur Detektion von D-DT, wurde in gesundem Gewebe durchgefihrt.

Es wurden reprasentative Bilder des gesunden Tubulointerstitiums gezeigt. In jedem Bild ist ein
MalRstabsbalken abgebildet, welcher der Grofie von 20 uym entspricht.
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Abbildung 46: Hochrregulierung des AKT-Signalweges in rD-DT behandelten Mausen.

Verglichen wurden verschiedene Signalproteine des AKT-Signalweges mit Hilfe des AKT-Arrays in Vehikel- (n=4) und rD-DT behandelten Mausen (n=4) 5 Tage
nach der Fibrose-Induktion durch die UUO. Aufgetragen wurde jeweils die relative Expression. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die entsprechenden
Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die Expression der Vehikel behandelten Mause mit

der Expression der mit rD-DT behandelten Mause. *p < 0,05; **p < 0,01. AKT= Proteinkinase B; AU= willkirliche Einheit (arbitrary unit).
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MAPK-Array
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Abbildung 47: Hochregulierung des MAPK-Signalweges in rD-DT behandelten Mausen.

Verglichen wurden verschiedene Signalproteine des ERK/MAPK-Signalweges mit Hilfe des MAPK-Arrays in Vehikel- (n=4) und rD-DT behandelten Mausen (n=4)
5 Tage nach der Fibrose-Induktion durch die UUO. Aufgetragen wurde jeweils die relative Expression. Es wurden die einzelnen Datenpunkte sowie die
entsprechenden Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Als statistischer Test wurde der t-Test genutzt, verglichen wurde die Expression der Vehikel
behandelten Mause mit der Expression der mit rD-DT behandelten Mause. *p < 0,05; **p < 0,01. MAPK= Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinasen; AU= willktrliche

Einheit (arbitrary unit).
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