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1. Einleitung

1.1 Aufbau und Funktionen der Niere

Die Niere (lat.: Ren, altgr.: Nephros) tbernimmt einige der elementarsten Funktionen
im Korper und ist fur einen funktionierenden Organismus und die Homdostase
unerlasslich.

An erster Stelle steht dabei die Eliminierung harnpflichtiger und toxischer Substanzen
sowie die Regulation des Wasser-, Elektrolyt- und Sdure-Basen-Haushalts.

Des Weiteren nehmen die Nieren Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS) einen wichtigen Einfluss auf die Regulation des Blutdrucks und des
Blutvolumens.

Fur die Ausscheidung der harnpflichtigen Substanzen mit dem Urin wird in den
Glomeruli pro Tag 180 | des sog. Primérharns aus dem Blutplasma abfiltriert. In dem
sich anschlieRenden Tubulus- und Sammelrohrsystem, welche zusammen das
harnleitende System eines jeden der ca. 1-1,5 Mio. Nephrone bilden, wird dieser
Primarharn in seiner Zusammensetzung derart verandert, dass sich die
Urinausscheidung auf ein- bis zwei Liter pro Tag belauft. (vgl. Huppelsberg and Walter,
2013, pp. 169i 170).

Makroskopisch wird die Niere in Rinde (Cortex), aufReres und inneres Mark (Medulla)
unterteilt.

Mikroskopisch besteht eine Niere aus ca. 1-1,5 Mio. Nephronen, welche die kleinsten
funktionellen Einheiten der Niere darstellen.

Da fiur die Filtration und die nachfolgende Harnkonzentrierung sowie die
Osmoprotektion der Aufbau eines Nephrons von entscheidender Bedeutung ist, soll
dieser im Folgenden erlautert werden.

Das Blut gelangt Uber die Arteria renalis und einem nachgeschalteten
Verzweigungssystem zu den zufiihrenden Arteriolen, den Vasa afferentes, der Niere.
Diese kleinsten Gefal3e gehen schlief3lich in gewundene GefalRknéuel, die Glomeruli,
uber. In diesen wird aus dem Blutplasma der Primarharn abgefiltert. Uber die
abfuhrenden Arteriolen, die Vasa efferentes, flie3t das Blut aus den Glomeruli in die
Vasa recta ab (vgl. Behrends et al., 2016, pp. 295i 298).
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Die Bowman-Kapsel, welche den filtrierten Primarharn aufnimmt, geht schlieflich in
den proximalen Tubulus Uber, in dem bereits ein Grol3teil der Ruckresorption
stattfindet (vgl. Huppelsberg and Walter, 2013, pp. 18, 169).

Der proximale Tubulus bildet in der Nierenrinde zun&chst ein Konvolut, weshalb dieser
Abschnitt auch als Pars convoluta bezeichnet wird, und zieht dann als gerader Teil von
der Nierenrinde ins Nierenmark, den man als Pars recta bezeichnet. Dieser gerade
verlaufende Teil des proximalen Tubulus stellt den Ursprung einer U-férmigen
(Ahaarnadel f°rmi genfi) T u bSehleifiesdar ¢vhl.|Behrehds et
al., 2016, p. 304).

Der proximale Tubulus geht in den sog. diinnen absteigenden Teil der Henle-Schleife
Uber. Dieser dunne absteigende Teil der Henle-Schleife zieht vom Nierenmark als
dunner aufsteigender Teil der Henle-Schleife sowie sich daran anschlie3end als dicker
aufsteigender Teil der Henle-Schleife in die Nierenrinde zurtick (vgl. Huppelsberg and
Walter, 2013, p. 169).

Der dicke aufsteigende Teil der Henle-Schleife, welcher bereits zum distalen Tubulus
gezahlt (vgl. Ackermann, 2012, p. 355) und auch als Pars recta bezeichnet wird, lauft
anschlieBend zu seinem jeweiligen Ursprungsglomerulus in der Nierenrinde zurick,
welchen er berthrt und dabei die sog. Macula densa bildet (vgl. Klinke et al., 2009, p.
338).

Der distale Tubulus setzt sich dann im distalen Konvolut, der sog. Pars convoluta, fort.
Der Verbindungstubulus schlie3lich  verbindet das Nephron und das
Sammelrohrsystem miteinander (vgl. Behrends et al., 2016, p. 304).

Das Sammelrohr, in dem mehrere Nephrone miinden und welches von der Nierenrinde
in Richtung Papillenspitze zieht, geht an der Nierenpapille schliel3lich in das

Nierenbecken Uber.
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Abbildung 1: Nephron und Sammelrohrsystem

(Quelle: Abb. nach: Behrends, Bischofberger, Deutzmann, Ehmke, Frings, Grissmer, Hoth, Kurtz,
Leipziger, Mller, Pedain, Rettig, Wagner, Wischmeyer. Duale Reihe Physiologie. Thieme, 2016,
S. 305)

1.2 Osmolaritatsqgradient und Osmoprotektion

Fir den Aufbau eines osmotischen Konzentrationsgradienten in der Niere sind im
Wesentlichen vier Faktoren entscheidend. Eine wichtige Rolle spielt das
Gegenstromprinzip des Harnflusses durch die haarnadelartige Anordnung der Henle-
Schleife. Dadurch kénnen umso mehr Osmolyte im Nierenmark angereichert werden,
je langer die Schleife ist. Ebenso findet sich dieses Gegenstromsystem in Bezug auf
den Blutfluss durch das Nierenmark. Durch die ebenfalls haarnadelférmige Anordnung

der Vasa recta mit entgegengesetzter Flie3richtung in Nierenmark und Papille wird
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sichergestellt, dass Osmolyte (NaCl und Harnstoff) nicht ausgewaschen werden und
im Interstitium verbleiben.

Des Weiteren spielt die Zirkulation des Harnstoffs zwischen dem dinnen
aufsteigendem Teil der Henle-Schleife und dem papillarem Sammelrohr tber spezielle
Harnstofftransportsysteme, welche wiederum tber ADH in die Zellen des medullaren
Sammelrohrs eingebaut werden konnen, eine wichtige Rolle fur den Aufbau des
Osmolaritatsgradienten (vgl. Behrends et al., 2016, p. 317). Bevor der Harnstoff, als
Stoffwechselendprodukt, tber die Nieren endglltig ausgeschieden wird, tragt er,
neben NacCl, zu ca. 50% zur Aufrechterhaltung der Hyperosmolaritat im Interstitium bei
(vgl. Huppelsberg and Walter, 2013, pp. 176, 177).

Der letzte Faktor, der fur den Aufbau des Osmolaritatsgradienten wichtig ist, ist die
Salzresorption. Im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife kann kein Wasser
rickresorbiert werden, jedoch ist eine Resorption von NaCl aus dem Tubuluslumen
mdoglich. Uber den Na*-K*-2Cl-Cotransporter (NKCC2) werden lonen aus dem
Tubuluslumen in das Interstitium befordert und sichern somit im umliegenden
Interstitium eine hohe Osmolaritat (vgl. Huppelsberg and Walter, 2013, pp. 169, 177).
Mit Hilfe dieses Osmolaritatsgradienten kann der Blutfluss schematisch wie folgt
skizziert werden: Harn tritt mit 290 mosmol/l aus dem proximalen Tubulus in den
dinnen absteigenden Teil der Henle-Schleife ein, der haarnadelformig durch das
Interstitium zieht. Da der diinne absteigende Teil der Henle-Schleife nur fir Wasser
durchlassig ist, nimmt die Konzentration des Harns, welcher im Tubulussystem
verbleibt, zu.

Der konzentrierte Harn gelangt dann in den dicken, aufsteigenden Teil der Henle-
Schleife, welcher undurchlassig fir Wasser, aber permeabel fir NaCl ist. In diesem
aufsteigenden Teil werden NaCl und lonen mit Hilfe des dort lokalisierten
Na*-K*-2Cl - Cotransporters aus dem Tubuluslumen in das Interstitium verlagert, ohne
dass Wasser folgen kann. Infolgedessen nimmt die Osmolaritat im Tubuluslumen ab,
wohingegen die  Osmolaritat im Interstitium  ansteigt. Durch  diesen
Gegenstrommechanismus kann in der Nahe der Papille eine Osmolaritat von bis zu
1300 mosmol/l erzeugt werden (vgl. Behrends et al., 2016, p. 305; Brandes et al., 2019,
p. 412; Huppelsberg and Walter, 2013, pp. 177, 178).

Die hohe Osmolaritat im renalen Interstitium, insbesondere in der Papille, erfordert
eine Anpassung renaler Zellen, um sich vor Wasserentzug und somit vor einem

Funktionsverlust bzw. vor Apoptose schtitzen zu kénnen.
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Schwankungen in den Natrium- und Harnstoffkonzentrationen kénnen die Struktur und
die Funktion der Nierenzellen stark beeinflussen (Casali et al., 2018).

Somit stellen die hohen NaCl-Konzentrationen, die zu einer Beeinflussung des
Zytoskeletts (Di Ciano et al., 2002), zu DNA-Doppelstrangbriichen sowie zu einer
Beeintrachtigung der DNA-Reparatur (Dmitrieva et al., 2004) und zu einer Vermehrung
reaktiver Sauerstoffspezies (Zhang et al., 2004) fihren kénnen, eine Herausforderung

fur diese Zellen dar. Die Niere verfugt dazu tber osmoprotektive MaRnahmen.

1.3 Die NFAT 1 Familie

Die NFAT (nuclear factor of activated T-cells)-Familie ist eine Gruppe von

Transkriptionsfaktoren, welche aus vier Calcium-regulierten Isoformen (NFAT1-4)
besteht. Diese wurden als erstes in T-Lymphozyten, welche die Expression von
Interleukin-2 (IL-2) und Interleukin-2-Rezeptoren fordern, beschrieben. NFAT3 stellt
dabei allerdings eine Ausnahme dar, da dieser nicht in den T-Zellen exprimiert wird
(Lee et al., 2018). Auch NFATS5, welcher als tonicity-responsive enhancer-binding
protein (TonEBP) bezeichnet wird, unterscheidet sich von den anderen
Transkriptionsfaktoren, da er nicht auf Calcium reagiert, sondern bei osmotischem
Stress in den Zellkern translozieren und osmoprotektive Faktoren fordern kann
(Mognol et al., 2016).

Tabelle 1 NFAT-Familie der Transkriptionsfaktoren

NFAT, nuclear factor of activated T-cells; TonEBP, tonicity-responsive enhancer-binding protein

NFAT Regulation durch

NFAT1 Calcium i Calcineurin
NFAT?2 Calcium i Calcineurin
NFAT3 Calcium i Calcineurin
NFAT4 Calcium i Calcineurin
NFATS5 TonEBP und OREBP

(Tabelle 1 frei modifiziert nach Arable 1 NFAT family of transcription factors (nature.com)fi )

Neben der zentralen Rolle in der T-Zell-Aktivierung, wo sie die Genexpression
wahrend der Zellaktivierung und -differenzierung kontrollieren, werden die NFAT-
Proteine auch in vielen Zellen und Geweben exprimiert und regulieren Gene, die im
Zellzyklus, an der Apoptose, der Angiogenese und der Metastasierung beteiligt sind
(Mognol et al., 2016).


https://www.nature.com/articles/nri1632/tables/1
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Des Weiteren haben die NFAT-Proteine eine schwache DNA-Bindungskapazitat und
kooperieren haufig mit anderen Transkriptionsfaktoren. Bei Krebs wird die Expression
von Faktoren des NFAT-Signalwegs gehemmt (Mognol et al., 2016).

DarUber hinaus konnte gezeigt werden, dass NFAT auch in der Modulierung der
Immunantwort eine wichtige Rolle spielt, indem er zahlreiche Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren in Immunzellen reguliert (Vaeth and Feske, 2018).
NFAT-Proteine werden sowohl innerhalb des Immunsystems in B-Zellen, Mastzellen,
Natural-Killer-Zellen (Lyakh et al., 1997) als auch in Nicht-Immunzellen, wie
Knorpelzellen, Adipozyten, Pankreas-, Brust- und Herzzellen exprimiert (Mognol et al.,
2016).

Mitglieder der NFAT-Familie nehmen auch Einfluss auf die Embryogenese und die
Differenzierung des Nierensystems (Yi et al.,, 2010), die kardiovaskulare und die
Skelettmuskelentwicklung (Alfieri et al., 2007; Schulz and Yutzey, 2003) und
beeinflussen das Nervensystem, indem sie am Axonwachstum, in der neuronalen
Plastizitat und am Uberleben neuronaler Zellen, involviert sind (Lyakh et al., 1997;
Vihma et al., 2016).

Des Weiteren konnte dargestellt werden, dass hohe extrazellulare
Glucosekonzentrationen den NFAT in zerebralen Arterien, der Aorta und im Endothel
retinaler Mikrogefal3e aktivieren und NFAT somit vermutlich an der Entstehung der
diabetischen Retinopathie beteiligt ist (Zetterqvist et al., 2015).

Neuere Studien zeigen zudem den Einfluss der NFAT-Signalwege bei
Autoimmunerkrankungen. So spielt NFAT bei der Pathogenese der rheumatoiden
Arthritis, bei der NFAT in hohem Niveau in der Synovia exprimiert wird und beim
systemischen Lupus erythematodes, bei dem die NFAT-Achse in den T- und B-Zellen
abnorm aktiviert wird, eine entscheidende Rolle (Park et al., 2020). AuRerdem nimmt
NFAT einen Einfluss bei der chronisch-inflammatorischen Hauterkrankung Psoriasis
und bei der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis, bei der es zu einer
fehlerhaften Aktivierung des NFAT kommt (Park et al., 2020).

Angesichts der wichtigen Rolle des NFAT-Signalwegs in der T-Zell-Funktion, gilt NFAT
seit langem als attraktiver Therapieansatz zur Kontrolle von Autoimmunerkrankungen
und Transplantatabstof3ungen (Lee et al., 2018).

Mittlerweile ist die Inhibiton des Ca?*-Calcineurin-NFAT-Signalwegs mittels
Cyclosporin A und Tacrolimus eine etablierte Behandlungsoption bei der rheumatoiden

Arthritis, bei der Lupusnephritis, als Komplikation des systemischen Lupus



Einleitung

erythematodes und bei der Psoriasis, wenn die Patienten unzureichend auf das

Zytostatikum Methotrexat ansprechen (Park et al., 2020).

1.3.1 Struktur und Funktionen von NFAT5

NFATS5 (nuclear factor of activated T-cells type 5), in der Literatur auch als TonEBP
(tonicity-responsive enhancer-binding protein) oder OREBP (osmotic response
element-binding protein) bezeichnet, ist ein Mitglied der NFAT/Rel-Familie der
Transkriptionsfaktoren und stellt einen wichtigen osmoprotektiven Faktor in der Niere
dar.

Daneben zeigt sich, dass NFAT5 eine zentrale Rolle in der Regulierung des Blutdrucks
und in der Entwicklung von Autoimmunkrankheiten, wie der rheumatoiden Arthritis, des
Diabetes mellitus Typ 1 oder der Multiplen Sklerose, spielt (Cheung and Ko, 2013; N.
Lee et al.,, 2019). Des Weiteren ist NFAT5 auch mit verschiedenen Tumoren, wie
Brustkrebs, hepatozellularem Karzinom, Lungenkrebs, Kolonkarzinom,
Nierenzellkarzinom und Melanom assoziiert (Amara et al., 2016; Guo and Jin, 2015;
J. H. Lee et al., 2019; N. Lee et al., 2019).

Neuere Studien beschreiben zudem eine protektive Rolle von NFATS bei Hypoxie bzw.
die Induktion der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) bei Sauerstoffmangel.

Es ist naheliegend, dass NFATS5 die Apoptose, welche durch Hypoxie induziert wird,
verhindert (Serman et al., 2019).

Das humane NFAT5-Gen ist auf dem Chromosom 16g22.1 lokalisiert, das Homolog
der Maus wurde auf dem Chromosom 8D gefunden (N. Lee et al., 2019).

Im Moment sind vier menschliche Isoformen (Isoformen a bis d) des NFAT5 bekannt.
Die DNA-Bindungsdomane von NFAT5 weist Sequenzhomologie zur Rel-
Homologiedoméane auf, weshalb alle NFAT-Proteine und NF-kappaB zur Rel-Familie
gezahlt werden. Im Gegensatz zu NFAT1-4, die als Monomer vorliegen, liegt

NFATS als konstitutives Dimer vor. Diese Dimerisierung ist essenziell fur die DNA-
Bindung und die transkriptionelle Aktivitat. Ein weiterer Aspekt, der den NFATS von
den Isoformen der NFAT-Familie unterscheidet, ist das Fehlen der Calcineurin-
Bindungsdoméane und das Fehlen der strukturellen Doméane fir die Formierung

kooperativer Komplexe mit Fos und Jun.



Einleitung

Im Hinblick auf die Struktur von NFATS5 ist zu erwdhnen, dass der Transkriptionsfaktor
nukleare  Exportsignale  (NES, Aminosauren 1-19), ein  zweiteiliges
Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal, NLS, Aminoséduren 199-216),
eine auxiliare Exportdoméne (AED, Aminosauren 132-156), eine
Dimerisierungsdomane (DD, Aminosauren 370-433) in der Rel-Homologiedomane
(RHD) und Transaktivierungsdoméanen (AD) am N- (AD1, Aminosauren 1-76) und am
C-terminalen-Ende (AD2, Aminosauren 1039-1249 und AD3, Aminosauren 1363-
1476) aufweist (Cheung and Ko, 2013; Lopez-Rodrguez et al., 2001; Tong et al.,
2006).

B @ e e
132 HPSTPKRHTVLYISPPPEDLLDNSRMSC 159

1
AD1v - RHD

(176}, s (264-543)

> ’ “ - >
NES AED NLS DD AD2 AD3
{1-19) (132-156) (199-216) (370-433) {1039-1249) (1363-14786)

Abbildung 2: Gesamtstruktur des humanen NFAT5-Proteins

(Quelle frei modifiziert nach: PubMed Central, Figure 2: J Mol Signal. 2013; 8: 5. Published online 2013
Apr 23. doi: 10.1186/1750-2187-8-5 (nih.gov))

Der nukleare Import von OREBP/TonEBP geschieht somit (ber das
Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal), wohingegen, unter isotonen
Bedingungen, der nukledre Export Uber eine CRM1- (chromosomal region
maintenance 1, Exportin 1 (XPO1)) abh&ngige, Leucin-reiche nukleare Exportsequenz
(NES), welche im N-Terminus gelegen ist, reguliert wird (Tong et al., 2006).

Das NFAT5-Transkript wird in verschiedenen menschlichen Geweben, wie Niere,
Gehirn, Herz, Thymus, Lunge und Skelettmuskel exprimiert (N. Lee et al., 2019).

NFATS5 wird bi-direktional reguliert: Hochregulation bei Hypertonizitat und
Runterregulation bei Hypotonizitat. Somit spielt, im Hinblick auf den
Aktivierungsmechanismus von NFAT5, die Hypertonizitat die entscheidende Rolle
(Lee et al., 2002). Wenn Zellen einem hypertonem Medium ausgesetzt sind, wird
NFATS in den Nukleus transloziert, wo er an Zielgene bindet und die Aktivitat der

Transaktivierungsdomane vergrof3ert (Serman et al., 2019). Unter hyperosmolarem


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3655004/figure/F2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3655004/figure/F2/
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Stress kann NFAT5 an seinen 216 Serin, 15 Thyrosin oder 111 Threoninresten
phosphoryliert werden. Uber verschiedene Methoden konnte bereits herausgefunden
werden, dass die Phosphorylierung von NFAT5 an Tyrosin 143, Threonin 135, Serin
155 und 158 stattfinden kann und diese somit eine entscheidende Rolle in der
Regulation der NFAT5-Aktivitat spielen (Burg et al., 2007; Zhou, 2016).

In der Literatur wird zudem kontrovers dartiber diskutiert, ob Nucleoporin 88 (Nup88),
Komponente des Kernporenkomplexes in der nukledren Membran, eine Rolle in der
Aktivierung von NFATS spielt (Cheung and Ko, 2013). So berichtet eine Studie
dariiber, dass das Protein Nup88 in den Sammelrohrzellen der inneren Medulla
hochreguliert wird, damit NFAT5 bei hypertonem Stress in den Zellkern verlagert
werden kann (Andres-Hernando et al., 2008).

Andere Berichte schreiben jedoch, dass Nucleoporin 88 keine Rolle in der Aktivierung
von NFATS5 spielt (Cheung and Ko, 2013; Izumi et al., 2012).

1.3.2 Rolle von NFATS5 in der Niere

NFATS st ein wichtiger osmoprotektiver Faktor in der Niere. Um die
Harnkonzentrierung zu gewahrleisten ist in der Niere ein Osmolaritatsgradient
aufgebaut, der, wie im Kapitel 1.2 bereits erwéahnt, an der Nierenrinde ca. 290 mosmol/l
und an der Papillenspitze bis zu 1300 mosmol/l betragen kann und der insbesondere
die Zellen des Nierenmarks vor besondere Herausforderungen stellt.

Damit diese Zellen den hypertonen Bedingungen dennoch standhalten kénnen und
wieder ein Gleichgewichtszustand hergestellt werden kann, werden die intrazellularen
Elektrolyte schrittweise durch ungeladene, kleine organische Osmolyte ersetzt
(Cheung and Ko, 2013).

Dabei fordert NFATS5 die Transkription verschiedener Gene, wie die Aldose-Reduktase
(AR), Betain-Transporter (BGT1), Natrium-Myoinositol-Cotransporter (SMIT) und
Natrium/Chlorid-abhéngige Taurin-Transporter (TAUT). Auf3erdem ist NFAT5
mitverantwortlich fur die hypertone Induktion des osmotic stress protein 94 (Osp94)
und des Hitzeschockproteins HSP70, welches als molekulares Chaperon fir das
Uberleben der Zellen unter hypertonem Stress essenziell ist. Die Expression dieser
Zielgene fuhrt anschliel3end zu einer Akkumulation der organischen Osmolyte Sorbitol,

Myoinositol, Betain, Taurin und Glycerophosphocholin, die der Zelle bei der
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Kompensation des extrazellularen osmotischen Gradienten helfen und sie an den
hypertonen Stress anpassen (Andres-Hernando et al., 2008; Cheung and Ko, 2013).
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der Anstieg der Osmolyte den
osmotischen Druck an der Zellwand vermindert und die Zellen vor hypertonem Stress
schitzt.

Des Weiteren reguliert NFAT5 die Expression der Harnstofftransporter (urea
transporter, UT-A), der Aquaporin-1-Kanale (AQP-1) und der Aquaporin-2-Kandale
(AQP-2) (Cheung and Ko, 2013; Lee et al., 2006).

Somit ist NFAT5 ein bedeutender Regulator der Urinkonzentration, da er die
Transkription von Aquaporin-2 direkt stimuliert und dies zur Wasserpermeabliltat des
Sammerlrohrs fihrt, unabhangig des Neurohypophysenhormons Vasopressin. Uber
die Stimulierung der Harnstofftransporter (UT-A1 und UT-A3) wird die
Harnstoffpermeabilitdt im medullarem Sammelrohr sichergestellt (Lee et al., 2006).
Die Nieren-spezifischen CIC-K1 Chlorid-Kanale und deren funktionelle Untereinheit
Barttin werden ebenfalls durch NFATS reguliert (Kuper et al., 2015).

Daruiber hinaus reguliert NFATS die Expression des Nieren-spezifischen Ubiquitin-
Ligase-Gens RNF183 unter hypertonen Bedingungen in  medullaren
Sammelrohrzellen hoch. Dies deutet darauf hin, dass RNF183 uberwiegend im
normalen Nierenmark exprimiert wird, wobei NFATS5 die transkriptionelle Aktivitat von
RNF183 stimuliert und RNF183 somit renale, medullare Zellen vor einer

Hypertonizitat-induzierten Apoptose schitzt (Maeoka et al., 2018).

1.3.3 Bedeutung von NFATS fiir die Nierenentwicklung

NFATS spielt eine wichtige Rolle in der renalen Entwicklung. Globale NFATS5-
Knockout-Mause weisen aufgrund ihrer beeintrachtigten Nieren- und Herzentwicklung
eine hohe perinatale Letalitat auf (Kiper et al., 2015). Homozygote NFATS Null
(NFAT57)-Mauseembryonen entwickeln sich nicht normal und sterben bereits am Tag
14,5 der embryonalen Entwicklung (E14.5) (Mak et al., 2011). NFAT5 Null (NFAT57)-
Mauseembryonen weisen periphere Odeme und eine abnormale Nieren- und
Herzentwicklung auf (Mak et al., 2011).

Der Grol3teil der geborenen NFATS Null-M&use sterben allerdings um den postnatalen
Tag 10, wahrend nur 3,4% der erwarteten Anzahl nach dem postnatalen Tag 21 noch
lebt (LOpez-Rodriguez et al., 2004).
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Die uUberlebenden NFAT57-Mause zeigen zum Zeitpunkt der Geburt keine
offensichtlichen Abnormitéaten, jedoch weisen die Mause, die bis ins Erwachsenenalter
Uberleben, eine Gedeihstérung auf und ihr Gewicht betragt ungefahr die Halfte der
Wildtyp-Wurfgeschwister (Lépez-Rodriguez et al., 2004).

NFAT57-Mause weisen neben einem zunehmenden Wachstumsriickstand auch eine
beeintrachtige Immunantwort (Kiper et al., 2015) auf. Im Hinblick auf die
Nierendefekte zeigen diese NFAT57-Mause eine fortschreitende und tiefgreifende
Atrophie der Nierenmedulla einhergehend mit einer beeintrachtigten Nierenfunktion,
wie einer gestorten Aktivierung von osmoprotektiven Genen (Lopez-Rodriguez et al.,
2004). So weisen drei Wochen alte NFAT57-Mause eine Nierenhypoplasie und eine
veranderte Morphologie der Nierenmedulla auf. Wahrend bei normalen Nieren der
Aul3en- und Innenstreifen der Medulla deutlich voneinander abgegrenzt ist, ist diese
Abgrenzung bei NFAT57-Mausen, die zudem eine hohere Zelldichte aufweisen, nicht
genau definiert (Lépez-Rodriguez et al., 2004). Des Weiteren ist die normale
Architektur der auReren Medulla der NFAT5”-Nieren gestort. Zudem zeigen die Nieren
der NFAT57-Méause ein Fehlen der kompletten Papille und eine VergréRerung des
Nierenbeckens. Weiterhin existiert in den Mutanten-Mausen im Innenstreifen der
auBeren Medulla keine klare Abgrenzung zwischen den GefaRbindeln, den

umgebenden Henle-Schleifen und den Sammelrohren (Lopez-Rodriguez et al., 2004).

1.4 Nierenfibrose

Eine Fibrose ist definiert als UberméRiges Wachstum, Verhartung und/oder
Vernarbung von verschiedenen Geweben. Zurtckzufihren ist dies auf eine
Ubermaflige Ablagerung von extrazellularen Matrixkomponenten einschlief3lich
Kollagen. Eine Fibrose stellt dabei das Endresultat einer chronisch-inflammatorischen
Reaktion dar, welche durch verschiedene Stimuli einschliel3lich persistierender
Infektionen, Autoimmunreaktionen, allergischen Reaktionen, chemischen Schaden,
Strahlung und Gewebeverletzungen, induziert wurde. Eine Fibrose entsteht
typischerweise aus einer chronischen Inflammation, die als Immunantwort seit

mehreren Monaten besteht und in welcher Entziindung, Gewebeveranderungen und

Reparaturprozesse zeitgleich auftreten (Wynn, 2008).
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Ein wichtiger zellularer Mediator der Fibrose sind die Myofibroblasten, die, wenn sie
aktiviert werden, als vorrangige Kollagen produzierende Zellen dienen.
Myofibroblasten werden aus verschiedensten Quellen, wie residenten
mesenchymalen Zellen, epithelialen und endothelialen Zellen und Bindegewebszellen
erzeugt und durch eine Vielzahl von Mechanismen, wie parakrinen Signalen,
autokrinen Faktoren und Pathogen-assozierten molekularen Mustern (PAMPS,
pathogen-associated molecular patterns) aktiviert. Als bedeutende Regulatoren der
Fibrose wurden Zytokine (IL-13, IL-21, TGF-b 1) , Ch e mo kl, M&P-1 f MCP
Angiogenesefaktoren (VEGF), Wachstumsfaktoren (PDGF), Peroxisom-Proliferator-
aktivierte Rezeptoren (PPARs), Akute-Phase-Proteine (SAP), Caspasen und
Komponenten des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (ANG II) identifiziert. Diese
Regulatoren werden auch als potentielle Ziele von antifibrotischen Medikamenten
untersucht (Wynn, 2008).

Im nachfolgenden Abschnitt wird speziell auf die Nierenfibrose, welche einen
zuverlassigen Indikator fur die Prognose und einen entscheidenden
Bestimmungsfaktor fur die Niereninsuffizienz darstellt, eingegangen. Die
Nierenfibrose, insbesondere die tubulointerstitielle Fibrose, ist gemeinsames

Endergebnis meist aller progredienter chronischer Nierenerkrankungen (Liu, 2011).

Die chronische Nierenerkrankung wird dabei Uber die Nierenfunktion definiert (siehe

Tabelle 2: GFR-Stadien der chronischen Nierenerkrankung).

Tabelle 2 GFR-Stadien der chronischen Nierenerkrankung

GFR-Stadium | GFR (ml/min/1.73m?2) Bezeichnung

G1 090 Normal oder hoch*

G2 60-89 Leichtgradig einschrankt*

G3a 45-59 Leicht- bis méaRiggradig eingeschrénkt
G3b 30-44 MafRig- bis hochgradig eingeschrankt
G4 15-29 Hochgradig eingeschrankt

G5 <15 Terminale Niereninsuffizienz

* im Vergleich zu Jungerwachsenen, GFR, glomerulére Filtrationsrate, Cave: in Abwesenheit von
Anhaltspunkten fur Nierenschaden, entsprechen GFR-Stadien G1 und G2 nicht der Definition fir das
Vorliegen einer Nierenerkrankung

(Quelle: 053-048l_S3_Versorgung-von-Patienten-mit-nicht-dialysepflichtiger-Niereninsuffizienz__ 2020-

01.pdf (awmf.org))


https://www.awmf.org/uploads/tx_szleitlinien/053-048l_S3_Versorgung-von-Patienten-mit-nicht-dialysepflichtiger-Niereninsuffizienz__2020-01.pdf
https://www.awmf.org/uploads/tx_szleitlinien/053-048l_S3_Versorgung-von-Patienten-mit-nicht-dialysepflichtiger-Niereninsuffizienz__2020-01.pdf
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Der Begriff der chronischen Nierenerkrankung (chronic kidney disease, CKD) bezieht
sich sowohl auf die Nierenfunktion als auch auf Abweichungen der Struktur oder
Funktion der Nieren (eGFR und neuerdings: Albuminurie), welche mindestens drei
Monate andauern und die Gesundheit des Patienten beeinflussen.

Die chronische Nierenerkrankung (CKD-Stadien 3-5), die in der deutschen
Bevolkerung Uber 18 Jahren und vergleichbaren Industriestaaten eine geschéatzte
Pravalenz von bis ca. 10% hat, weist bei Frauen eine hohere Pravalenz als bei
Méannern auf (Weckmann et al., 2019).

Zur Entwicklung einer chronischen Nierenerkrankung (chronic kidney disease, CKD)
tragen neben Infektionen auch Xenobiotika, Toxine, mechanische Obstruktionen,
Immunkomplexe, die von Autoimmunerkrankungen oder chronischen Infektionen
resultieren, und Erbkrankheiten bei. Die haufigsten Ursachen der CKD in entwickelten
Landern, sind jedoch Diabetes mellitus Typ 2 und die ischamische/hypertensive
Nephropathie. Die CKD ist durch die Ablagerung von pathologischer fibrillarer Matrix
in den Raum zwischen Tubuli und peritubuléaren Kapillaren charakterisiert. Diese
pathologische Matrix enthalt neben fibrillarem Kollagen | und Il auch Bestandteile der
normalen Basalmembran wie Kollagen IV und V, Fibronectin, Laminin, Perlecan und
Heparan. Wenn die chronische Nierenerkrankung voranschreitet, dehnt sich die
fibrotische Matrix aus und die Nephrone sowie ihre versorgenden Kapillaren gehen
verloren. Die Konsequenzen, die sich daraus ergeben, sind ein vermindertes
Nierenvolumen und eine abnehmende Durchblutung (Duffield, 2014).

Des Weiteren fuhrt die Uberproportionale Ablagerung von Kollagen, neben der
Aufdehnung der intratubuléren Zwischenraume, auch zu einer Zerstérung der renalen
Mikroarchitektur. Ein weiteres daraus resultierendes Problem stellt die Ausdinnung
von peritubularen Kapillaren dar, was zu einer tubularzellularen Hypoxie fuhrt. Die
Hypoxie wiederum kann profibrotische Mechanismen férdern, wodurch ein Circulus
vitiosus resultiert, der wahrscheinlich zur Automatisierung der Fibroseentwicklung
beitragt (Schmitt, 2012).

Diese fibrotischen Veranderungen kénnen zum einen im Glomerulus auftreten, was
als Glomerulosklerose bezeichnet wird. Zum anderen kdnnen auch Arteriolen von der
Fibrose betroffen sein, was man Arteriosklerose nennt. Dabei kommt es zum Verlust
der Autoregulation des Blutflusses und letztendlich zu einer verminderten Perfusion.

Neuere Belege aus Tiermodellen mit Nierenerkrankungen zeigen, dass Fibrose und
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Fibrogenese als wesentlicher Verstarker fur die Progression einer chronischen
Nierenerkrankung  gelten. Dariber  hinaus  wurde  festgestellt, dass
Perizyten/perivaskulare Zellen der peritubularen Nierenkapillaren bei einer CKD zu
Matrix-bildenden Zellen werden (Duffield, 2014).

Die Fibrogenese bezeichnet eine Ablagerung pathologischer Matrix durch Zellen.
Jedoch lassen neue Studien vermuten, dass der chronische, fibrogene, zellulare
Prozess selbst schéadlich fur das Nephron und das umgebende Gefal3system ist,
unabhéngig von der Ablagerung pathologischer Matrix. Bei CKD tauchen
Myofibroblasten im Interstitium, im Mesangium, um Arteriolen und erkrankte Glomeruli
auf (Duffield, 2014).

Ungeachtet der Ursachen handelt es sich bei der Nierenfiborogenese um einen
dynamischen und konvergierenden Prozess, der aus vier Uberlappenden Phasen
besteht: Priming, Activation, Execution und Progression. In der ersten, sog. Priming-
Phase, kommt es nach einer erlittenen Schadigung zu einer Inflammation, die einen
wesentlichen Bestandteil der Wirtsabwehr darstellt. Jedoch bildet die chronische
Entziindung die gré3te Antriebskraft in der Entwicklung fibrotischer Erkrankungen.
Die Inflammation I6st dabei die Fibrogenese aus und triggert die Aktivierung und
Ausdehnung der Matrix-produzierenden Zellen, wie der interstitiellen Fibroblasten und
Perizyten, der tubularen epithelialen und endothelialen Zellen und der Fibrozyten.
Diese Matrix-produzierenden Zellen stellen einen mehrkomponentigen Integrin-
assoziierten Proteinkomplex zusammen, der verschiedene fibrogenetische Signale
integriert und die Produktion der Matrix-Komponenten sowie deren extrazellulare
Anordnung organisiert (Liu, 2011).

Multiple zellulare und molekulare Ereignisse, wie eine tubuldre Atrophie,
mikrovaskulare Rarefizierungen und Gewebehypoxie fordern die Narbenbildung und
sorgen fur eine krankhafte Progression bis hin zum Nierenversagen im Endstadium
(Liu, 2011).

Zum jetzigen Zeitpunkt existiert keine antifibrotische Therapie zur Behandlung einer
Nierenfibrose, jedoch gibt es in der Forschung vereinzelt Behandlungsansatze.

So konnte in einer Studie demonstriert werden, dass das koérpereigene Bone
morphogenic protein-7, kurz BMP7, welches ein Mitglied der Transforming-growth
factor(TGF)-b S u pmdlie istanierenschitzende Eigenschaften und anti-fibrotische
Effekte in verschiedenen Modellen fur Nierenerkrankungen aufweist (Sugimoto et al.,

2012). BMP7 fuhrt dazu, dass schwer geschadigte renale tubulare epitheliale Zellen
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repariert werden, in Verbindung mit der Umkehr chronischer Nierenverletzungen
(Zeisberg et al., 2003).

In Bezug darauf wurde eine neue Klasse von Molekulen entworfen, welche als BMP-
Agonisten fungieren. Dabei konnte bereits eine therapeutische Wirksamkeit gezeigt
werden, wenn ein solcher BMP-Agonist Mausen mit einer Fibrose oral verabreicht wird
(Sugimoto et al., 2012).

In einer neueren Studie konnte das Myofibroblasten-spezifische naked cuticle
homologue 2 (NKD2)-Gen als ein Myofibroblasten-spezifisches Ziel bei der
menschlichen Nierenfibrose ausfindig gemacht werden. NKD2, welches
Myofibroblasten bei einer Nierenfibrose markiert und fir die Kollagenexpression
verantwortlich ist, gilt somit als ein moégliches Therapieziel in der Behandlung der
Nierenfibrose (Kuppe et al.,, 2021). Im weiteren Verlauf wird es dadurch vielleicht
maoglich sein, gezielte therapeutische Behandlungsstrategien zu entwickeln, um einer
Entzindung der Niere sowie deren Narbenbildung frihzeitig entgegenzuwirken
(Uniklinik RWTH Aachen, 2020).

1.5 Schadigungsmarker LCN2

1.5.1 Allgemeine Informationen zum Schadiqgungsmarker LCN2

Das Gen Lipocalin-2 (LCN2) codiert fir das Protein Neutrophilen-Gelatinase-
assoziiertes Lipocalin (NGAL) (Lee et al., 2020). NGAL ist ein 25 kDa schweres
Glykoprotein mit 178 (Wu et al., 2019) bzw. 198 Aminosauren (Chakraborty et al.,
2012), welches der Lipocalin-Familie zugeordnet wird (Buonafine et al., 2018). Die
Lipocalin-Protein-Familie ist eine grof3e Gruppe von kleinen extrazellularen Proteinen,
welche durch zahlreiche molekulare Erkennungseigenschaften charakterisiert werden
(Flower, 1996) und umfasst eine Klasse von Proteinen, die dur ¢ h  a-Stlinge
charakteri si er tFassfermidrenpnwelches emendelan definiert. Dieser
Kelch bindet und transportiert niedermolekulare Molekile, einschliel3lich Vitamine,
Steroidhormone, Geruchsstoffe und verschiedene sekundare Metabolite (Du et al.,
2015), welche die biologische Aktivitat von Lipocalin definieren (Schmidt-Ott et al.,
2007).
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Bei Menschen stellen die Lipocaline sekretorische Proteine dar, welche im Blutplasma
und anderen Korperflissigkeiten wie Tranen und genitalen Sekreten vorkommen
(Schiefner and Skerra, 2015).

Lipocaline kdnnen auch eine wichtige Rolle bei Erkrankungen spielen. So steigt
beispielsweise bei Patienten mit diabetischer Retinopathie das Konzentrationslevel
von LCNL1 in der Tranenflissigkeit mit der Schwere der Erkrankung an, weshalb LCN1
einen Biomarker fir die diabetische Retinopathie darstellt (Wang et al., 2016).
Daneben sind erhdhte LCN1-Level auch mit dem Sjogren-Syndrom und einer Laser-
in-situ-Keratomileusis (LASIK)-induzierter trockener Augenerkrankung assoziiert
(Charkoftaki et al., 2019).

Als ein weiteres Beispiel ist das AMBP-Protein (Alpha 1 microglobulin/bikunin
precursor) zu nennen, welches als Biomarker einer Proteinurie und als Indikator einer
abnehmenden Nierenfunktion dient (Charkoftaki et al., 2019).

Im Folgenden wird nun genauer auf die Bedeutung und die Funktionsweise von
Lipocalin-2 (LCNZ2) eingegangen.

LCN2 wird zum einen in menschlichen Neutrophilen, endothelialen und glatten
Muskelzellen, in Kardiomyozyten, in Neuronen (Buonafine et al., 2018) und auch bei
gesunden Menschen in geringer Konzentration in der Niere, der Trachea, der Lunge,
im Magen und im Kolon exprimiert (Haase and Haase-Fielitz, 2010; Noto et al., 2013).
Zum anderen wird LCN2 von Immunzellen, Hepatozyten und Tubuluszellen der Niere
in verschiedenen pathologischen Stadien exprimiert und sezerniert (Schmidt-Ott et al.,
2007).

Im weiteren Verlauf wird naher auf die Struktur von LCN2 eingegangen.

LCN2 wird beim Menschen durch ein Gen, welches auf dem Genlocus 9934.11 liegt,
codiert. Das humane NGAL-Gen hat sieben Exons, die mindestens funf funktionale
Transkripte produzieren, d.h. mRNAs, welche in Proteine translatiert werden. Das
Maus-Homolog von NGAL wird durch ein Gen, das auf dem Genlocus 2 27.0 cM liegt,
codiert. Dieses LCN2-Gen hat sechs Exons und codiert fur zwei funktionale
Transkripte (Chakraborty et al., 2012).

Wie die anderen Mitglieder der Lipocalin-Familie besitzt auch LCN2 eine
dreidimensionale kelchartige Struktur. Die Bindungsstelle weist zwei Besonderheiten
auf, da sie zum einen polar und zum anderen weit genug ist, um bestimmte Proteine

zu binden (Buonafine et al., 2018).
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Das menschliche Lipocalin-2 existiert als Monomer, als ein 45 kDa schweres
Homodimer sowie als ein 135 kDa schweres Heterodimer (Schrezenmeier et al.,
2017). Das LCN2-Monomer ist die Uberwiegende Form, welche von geschadigten
distalen Tubulusepithelzellen sezerniert wird, wohingegen das Dimer die
vorherrschende Form ist, welche von Neutrophilen abgesondert wird (Haase-Fielitz et
al., 2014).

Das humane Lipocalin-2 beinhaltet drei Cysteine, wovon zwei (Cys 76 und 175) an
einer intramolekularen Disulfidschleife beteiligt sind, und das dritte Cystein (Cys 87)
fur die Bildung von Homodimeren oder Heterodimeren zur Verfigung steht (Cramer et
al., 2012). Die Anwesenheit von diesem Cystein-Rest an Position 87 erlaubt es dem
humanen LCN2 eine Disulfidbriicke mit einem spezifischen Liganden, der Matrix-
Metalloproteinase-9 (MMP-9) auszubilden, wodurch das Protein stabilisiert und
dessen Abbau vermindert wird ohne jedoch die Aktivitdt von LCN2 zu modifizieren
(Buonafine et al., 2018).

Das LCN2-Protein bei der Maus besteht nur aus den zwei Cysteinen, welche an den
intramolekularen Disulfidschleifen beteiligt sind. Folglich kann Lipocalin-2 bei der Maus

weder Homodimere noch Heterodimere, bilden (Cramer et al., 2012).
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Abbildung 3: Schematische Struktur von Lipocalin
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offene Ende des Molekiils, d.h. die Offnung firr die Ligandenbindungsstelle von LCN2 (Chakraborty et
?cljhiﬁézz%ei modifiziert nach: https:/portlandpress.com/clinsci/article/132/9/909/72048/More-than-a-
simple-biomarker-the-role-of-NGAL-in (Buonafine et al., 2018))

Im Hinblick auf die Funktion von LCNZ2 ist zu erw&hnen, dass das Protein verschiedene
Entziindungsprozesse vermittelt, indem es Makrophagen an der Produktion von
Interleukin-10 (IL10) hindert (Charkoftaki et al., 2019) und zudem eine wichtige Rolle
bei einer Stammfettsucht sowie bei der Insulinresistenz spielt (Singh et al., 2017).
LCNZ2 ist aul3erdem ein Siderophor-Eisen-bindendes Protein (Schmidt-Ott et al., 2007)
und somit an der Regulation des intrarenalen Eisenstoffwechsels beteiligt (Haase and
Haase-Fielitz, 2010).

Neben seinen antimikrobiellen Effekten fungiert LCN2 auch als Wachstums- und
Differenzierungsfaktor in multiplen Zelltypen (Schmidt-Ott et al., 2007), vermindert
proapoptotische Prozesse und hemmt die Entstehung neuer Blutgefal3e. (Haase and
Haase-Fielitz, 2010).

LCNZ2 ist auch an der Nierenentwicklung beteiligt und wird als Biomarker fur akute und
chronische Nierenerkrankungen verwendet (Charkoftaki et al., 2019). Dabei spielt die
Proteaseresistenz, die das Molekul stabilisiert, eine wichtige Rolle fur die
Nachweisbarkeit von LCN2 im Urin (Haase and Haase-Fielitz, 2010; Mishra et al.,
2003).

Es ist bekannt, dass LCN2 bei Menschen und Nagetieren nach einem renalen
tubularen Schaden massiv hochreguliert wird. Aufgrund des sehr schnellen Auftretens
von LCN2 nach einer renalen tubularen Schadigung im Urin und im Serum ist es als
friher Biomarker eines Nierenversagens nutzlich. Des Weiteren ist LCN2 womdglich
an der Limitierung eines Nierenschadens beteiligt (Schmidt-Ott et al., 2007).

Die Produktion von LCN2 in den Epithelzellen der Niere nimmt wéahrend einer
Nierenverletzung deutlich zu. Innerhalb weniger Stunden nach ischamischer,
septischer oder toxischer renaler Schadigung kann dieser Anstieg von LCN2 sowohl
im Plasma als auch im Urin nachgewiesen werden, wobei dies vom Grad und der
Dauer der Noxe abhangig ist (Haase and Haase-Fielitz, 2010).

Folglich sind, fur eine friihe Diagnose eines akuten Nierenversagens, sowohl Urin- als
auch Plasma/Serum-Spiegel von LCN2 nutzlich, weshalb das LCN2-Level ein
hilfreicher Marker ist, um den Beginn einer Nierenersatztherapie oder die

Krankenhaussterblichkeit friihzeitig vorherzusagen. Infolgedessen hat LCN2 als
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renaler Biomarker sowohl eine diagnostische als auch eine prognostische Relevanz
(Haase et al., 2009).

Jedoch kann die Messung von Plasma-LCN2 durch verschiedene Faktoren, wie
chronischen  Nierenerkrankungen, chronischer  Hypertension, systemischen
Infektionen, entzindlichen Zustanden und durch Malignitat beeintrachtigt werden. Bei
Patienten mit chronischer Nierenerkrankung korreliert das LCN2-Level mit der
Schwere des Nierenschadens (Adiyanti and Loho, 2012).

Daneben ist die LCN2-Expression bei akuter schwerwiegender Peritonitis, bei
zystischer Fibrose, bei chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD), bei Asthma
und bei Patienten mit einem Lungenemphysem erhoht. Bei Patienten mit rheumatoider
Arthritis kdnnen in der Synovialflissigkeit ebenfalls hthere LCN2-Konzentrationen
festgestellt werden. Bei Frauen mit Hypertension kénnen auch erhéhte LCN2-Spiegel
im Plasma gesehen werden, welche mit dem diastolischen Blutdruck korrelieren. In
ahnlicher Weise ist die LCN2-Konzentration bei Patienten mit einer akuten zerebralen
ischamischen Attacke erhoht (Xu and Venge, 2000).

Daruiber hinaus scheint LCN2 auch bei Patienten mit Nierensteinen vermehrt

exprimiert zu werden (Hui et al., 2020).

1.5.2 LCN2 i Lokalisation in der Niere

LCN2 wird in einer normalen, gesunden Niere im distalen Tubulus, im medullarem
Sammelrohr (Mori et al., 2005) und im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife
synthetisiert (Schrezenmeier et al., 2017), durch die Glomeruli frei filtriert und
anschlieend im proximalen Tubulus vollstandig reabsorbiert (Wu et al., 2019). Die
Reabsorption im proximalen Tubulus findet tGber Megalin- und andere Rezeptoren
mittels Endozytose statt (Haase and Haase-Fielitz, 2010).

Megalin stellt damit einen der beiden Rezeptoren fur LCN2 dar. Megalin gehdort zur
Familie der Low-density Lipoprotein-Rezeptoren und bindet an verschiedene
Lipocaline. Jedoch ist seine Affinitat zu LCN2 hoher als fir andere Lipocaline
(Buonafine et al., 2018).

Als weiterer LCN2-Rezeptor ist der 24p3-Rezeptor (24p3R) bekannt. Dieser ist ein
endozytotischer Rezeptor mit einer starken Affinitdt zu LCN2, wodurch LCN2 in Zellen
eintreten und die intrazellulare Eisenkonzentration modulieren kann (Buonafine et al.,
2018).
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In seltenen Fallen konnten auch glomerulare parietale Epithelzellen, jedoch keine
anderen glomeruldren Zellen, als Syntheseort fur LCN2 identifiziert werden
wohingegen proximale Tubuluszellen in einer gesunden Niere kein LCN2 produzieren.
In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass nahezu 50% der kortikalen
Tubuluszellen, einschlie3lich der proximalen Tubulszellen, bei ischamischem oder
nephrotoxischem Nierenschaden, LCN2 exprimieren (Mori et al., 2005). Neben der
drastischen Anreicherung von LCN2 in 50% der kortikalen Nierentubuli bei Patienten
mit einer manifesten akuten Nierenschadigung, kommt es vor allem im distalen
Tubulus zu einem massiven Anstieg von LCN2 (Haase and Haase-Fielitz, 2010).

Eine LCN2-Ausscheidung im Urin kommt vor, wenn ein proximaler, tubularer Schaden
die LCN2-Reabsorption stort oder eine Steigerung der LCNZ2-Synthese bewirkt.
Genetische Expressionsstudien zu einer akuten Nierenschadigung zeigen einen
schnellen und massiven Anstieg der NGAL mRNA (bis zu 1000-fach) im aufsteigenden
Teil der Henle-Schleife und im Sammelrohr. Die sich daraus ergebende LCN2-
Synthese im distalen Nephron und die Sekretion im Urin scheinen den grél3ten Beitrag
zur Anwesenheit von LCN2 im Urin zu leisten. Auf3erdem kann eine akute
Nierenschadigung auch einen signifikanten Anstieg der NGAL mRNA Expression in
einigen Organen, insbesondere in der Leber und der Lunge, bewirken. Zudem flhrt
eine Abnahme der glomerularen Filtrationsrate (GFR) aufgrund einer akuten
Nierenschadigung zu einem Ruckgang der LCN2-Clearance, wodurch LCN2 in der

systemischen Zirkulation akkumuliert (Adiyanti and Loho, 2012).

1.5.3 Befunde zur Funktion von LCN2 in der Niere

Uber die Funktion von LCN2 in der Niere ist nach derzeitigem Stand der Wissenschaft
nur sehr wenig bekannt. So konnte die Expression von LCN2 im Sammelrohr fur die
dortige Proteinaufnahme mittels Endozytose verantwortlich sein, wobei die genaue
Funktion nach wie vor unklar bleibt (Probst et al., 2019).

AulR3erdem induziert LCN2 die Apoptose, indem es die Caspase-3 aktiviert und
reguliert die Expression von inflammatorischen Genen in Nierenzellen hoch (Pawar et
al., 2012).

Eine Analyse von Lipocalin-2-defizienten Mausen (LCN27) zeigte einen Zelltod bei

IL-3-Entzug und eine normale Nierenentwicklung (Berger et al., 2006).
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Jedoch sind diese genetisch modifizierten Mause, denen beide Kopien des LCN2-
Gens fehlen, empfindlicher gegentiber einigen Gram-negativen Bakterien und sterben
schneller an einer Sepsis als Wildtyp-Mause (Schmidt-Ott et al., 2007).

Neutrophile Granulozyten von LCN2/-M&ausen zeigen signifikant weniger
bakteriostatische Aktivitat im Vergleich mit Wildtyp-Mausen. Des Weiteren konnte in
einem Mausmodell fir ein schweres Nierenversagen kein signifikanter Unterschied
zwischen LCN2-Knockout-Mausen und ihren Wurfgeschwistern gefunden werden. In
dieser Studie wurden die Nieren in Wildtyp- und LCN27-Embryonen vom
Embryonaltag 10.5 bis zum Embryonaltag 12.5 analysiert, wobei drei Embryonen
eines jeden Genotyps auf eine mdgliche Verzégerung in der Nierenentwicklung oder
auf irgendeine andere beobachtbare Nierenanomalie untersucht wurden. Jedoch
konnten keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und LCN27-Embryonen festgestellt
werden. Somit konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass eine Lipocalin-2-Defizienz
eine Nierenschadigung nach einem ischamischen Reperfusionsschaden nicht erhonht.
Es konnte dargelegt werden, dass der Serum-Kreatinin- und der Blut-Harnstoff-
Stickstoff-Spiegel, der Anteil apoptotischer Tubuli und der histologische Schaden in
der Niere 24 Stunden nach der Reperfusion keinen signifikanten Unterschied zwischen
Wildtyp- und LCN27--M&usen zeigte.

Als Zusammenfassung dieser Studie kann somit festgehalten werden, dass ein
Mangel an endogenem Lipocalin-2 die Schwere einer ischamischen Nierenschadigung
nicht verstarkt (Berger et al., 2006).

Im Gegensatz dazu belegt eine andere Studie, dass eine LCN2-Defizienz die
Anfalligkeit fur eine ischamische akute Nierenschadigung in Mausen verstarkt.

Ein adoptiver Transfer von LCN2-defizienten CD4* T-Zellen von LCN2 Knockout-
Mausen zu CD4* Knockout- oder Wildtyp-Méausen fihrte zu einer schlechteren
Nierenfunktion als der Transfer von Wildtyp CD4* T-Zellen. In vitro zeigte ein renaler
ischamischer Reperfusionsschaden (IRI) eine vermehrte IFN-0  Pr odukt i-on i n
defizienten CD4* T-Zellen der Niere und Milz im Vergleich zum Wildtyp. In Bezug auf
die Anzahl der CD4* T-Zellen in der Niere konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp-
und Knockout-Mausen festgestellt werden. Jedoch zeigten die LCN2-Knockout-Mause
eine signifikant niedrigere Anzahl renaler regulatorischer T-Zellen als die Wildtyp-
Mause (Lee et al., 2020). AuRerdem konnte bei den LCN2-Knockout-Mausen eine
geringere Anzahl proliferierender CD4* T-Zellen (CD4+Ki67+) in der Niere

nachgewiesen werden.
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Zudem wurde eine signifikant niedrigere Anzahl von CD62L* Zellen in LCN2-
defizienten CD4* T-Lymphozyten festgestellt, wohingegen in der Anzahl der CD44*
oder CD69* CD4* T-Zellen kein signifikanter Unterschied beobachtet wurde.

Diese Abnahme der regulatorischen T-Zellen (CD4*CD25*FoxP3*) bei LCNZ2-
Knockout-Mausen kénnte das schlechte Outcome erklaren, da diese regulatorischen
T-Zellen vor einer akuten Nierenschadigung schitzen.

Translationale Daten fiir eine ischamische Nierenschadigung bei Menschen zeigen
ebenfalls diese Hochregulation von LCN2 in humanen CD4* T-Zellen der Niere.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass ein Mangel an LCN2 eine schlechtere
Nierenfunktion nach einem IRI induziert als im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle. So ist
das Serumkreatinin-Level 24 Stunden nach einem IRI bei LCN2-Knockout-M&usen
signifikant hoher als bei Wildtyp-Mausen. Dabei konnte bei der histologischen
Beurteilung eine Tendenz fur einen héheren Anteil nekrotischer Tubuli in der aul3eren
Medulla von LCN2-Knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen gesehen
werden (Lee et al., 2020).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Der Transkriptionsfaktor NFATS5 (nuclear factor of activated T-cells) wird als
osmoprotektives Protein beschrieben. Aufgrund dieser Funktion kommt NFATS5 in der
Niere eine besondere Rolle zu, da die Zellen des Nierenmarks permanent hohen und
variablen Konzentrationen von Natrium und Harnstoff im Interstitium ausgesetzt sind.
Erhohte interstitielle Natriumkonzentrationen wirken zytotoxisch, da die Zellen
zunachst Uber einen Wasserausstrom und einer intrazellularen Konzentrierung der
Elektrolyte den osmotischen Ausgleich anstreben. Dieser hyperosmolare Stress fuhrt
zu einer Aktivierung von NFAT5, was sowohl eine erhéhte Transkription von NFAT5
als auch die verstarkte NFAT5-Proteinexpression bedeutet. NFAT5 wird in den Kern
transloziert und fuhrt zu einer verstarkten Expression osmoprotektiver Gene, die zur
zellularen Akkumulation von schiitzenden organischen Osmolyten, wie Sorbitol oder
Betain in Zellen des Nierenmarks fuhren. Zudem spielt NFAT5 fir den Mechanismus
der Harnkonzentrierung eine wichtige Rolle, indem es die Expression von Aquaporin
1 und 2, des Harnstoff-Transporter UT-A sowie die fur die Natriumretention wichtige
SGK-1 (Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kinase 1) erhéht. Dabei wird NFAT5
i seinen Funktionen entsprechend i mit hdchster Abundanz von den Zellen der
inneren Medulla exprimiert.

In Vorarbeiten konnte die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Charlotte Wagner bereits zeigen,
dass die Deletion von NFAT5 im renalen Stromazellkompartiment von Mausen zu
einer verminderten Harnosmolaritat bereits unter basalen Bedingungen fihrt, wahrend
die glomerulére Filtrationsrate und die Bestimmung der Retentionsparameter Plasma-
Kreatinin und Plasma-Harnstoff keine Unterschiede zu den wildtypischen Kontrollen
zeigen. Diese ersten Befunde weisen darauf hin, dass durch die NFAT5 Deletion die
kortikalen  Funktionsprozesse wenig beeinflusst werden, die funktionalen
Mechanismen, insbesondere im inneren Mark der Niere, aber gestort sein kbnnten.
In dieser Arbeit soll deswegen mit Hilfe eines Mausmodells, in dem NFATS bereits in
der embryonalen Phase im Stromazellkompartiment der Niere, aus dem die glatten
GefalBmuskelzellen, Mesangialzellen, Reninzellen und interstitielle Zellen
hervorgehen, fehlt (NFATS5 flfl FoxD1¢¢*), die Bedeutung einer NFAT5 Deletion, vor
allem in den interstitiellen Zellen, fur die Entwicklung und die Funktion der gesunden

Niere und in der fibrotischen Niere analysiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat Hersteller
Chemi docE Touch | maBiorad, Miinchen

Computer

Eismaschine
Feuchtekammer

Filtersets
Cy2-Filter
TRITC-Filter
Cy5-Filter
DAPI-Filter

Fluoreszenzlampe

Gelelektrophorese-System
Homogenisator

Kamera
Magnetrihrer (IKA-Combimag RCT)
Mikroskope

Mikrotom

Mikrowelle
Multipette® plus
Nano drop 1000 (Spectrophotometer)

PCR-Gerate

Perfusionspumpe

Photometer

Pipetten

Dell, Intel Core i7, NVIDIA GeForce
GTX1080 8 GB

Ziegra Eismaschinen, Isernhagen
Gies, Niederaula

Filter set 38 HE, Zeiss, Jena
Filter set 43, Zeiss, Jena
Filter set 50, Zeiss, Jena
Filter set 49, Zeiss, Jena
Colibri 7, Zeiss Jena

Compact M, Biometra, Goéttingen

Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel,
Staufen

AxioCam 305, Zeiss, Jena
IKA, Staufen im Breisgau
Axio Observer.Z1, Zeiss, Jena

Rotationsmikrotom RM2265, Leica,
Wetzlar

Sharp, Osaka
Eppendorf, Hamburg

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen
Lightcycler LC480, Roche, Mannheim

323, Watson Marlow, Wilmington,
England
NanoDrop 1000, Peglab, Erlangen

Pipetman P2, P10, Gilson, Middleton,
USA

Finnpipette Thermo Labsystems (5-50p,
20-200pl, 200-1000ul), Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts


https://de.wikipedia.org/wiki/Waltham_(Massachusetts)
https://de.wikipedia.org/wiki/Massachusetts

Reinwasseranlage

RNAscope® Warmeofen

Schttler (Shaker Dos-10L)
Steamer, Typ 3216
Thermoblockcycler

Thermomixer compact
Tisch-pH-Meter (pH 50 set)
Vortexgerate

Warmeschrank

Waage (sartorius-Waage 1502)
Wasserbad

Wasserstrahlpumpe

Zentrifugen

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Material und Methoden

MilliQ Plus PF, Millipore, Schwalbach

HybEZ Oven, Advanced Cell
Diagnostics, Hayward, USA
neolLab, Heidelberg

Braun, Neu-Isenburg

Fast Gene Ultra Cycler Gradient,
Nippon Genetics, Diren
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Genie 2, Scientific Industries
Memmert, Schwabach

IKA, Darmstadt

Aqualine AL12, Lauda, Lauda-
Kdnigshofen

Kuhlzentrifuge, VWR, Radnor, USA
Zentrifuge 5424, Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge, neoLab, Heidelberg
Plattenzentrifuge, Hermle Z300

Hersteller

Deckglaschen
Einmalwiegeschalen
Faltenfilter (Sartorius)

Fettstift, ImmEdge Pen (bei ISH),
Fettstift, Liquid Blocker, PAP-Pen-Mini,
Liquid-Repellent Slide Marker Pen (bei
IF und Siriusrot-Farbung)

Feuchtekammer
Filterpapier
Gewebe-Einbettkassetten

Glaswaren

Glas-Pasteur-Pipetten 150mm
Handschuhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Fisher Scientific, Waltham, USA

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Science Services, Minchen

Gies, Niederaula
Schleicher & Schuell, Dassel
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Schott, Mainz
VWR, Radnor, USA

Roth, Karlsruhe



Mikrotom-Klingen

Multiwellplatten 96er
Multiply® - Pro Gefal3 0,2 mi
Objekttrager, Superfrost Plus
Paraffin

Parafilm (Nescofilm)

Pipettenspitzen mit Filter

Pipettierhelfer accu-jet pro
ReagiergefalRe 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 mi
ReagiergefalRe 13 ml, 15 ml, 50 ml
Reagiergefald 50 ml (Cellstar Tubes)
Reagiergefal3e 2 ml

Reagiergefald 1,5 ml braun

Stabpipette (serological Pipette) 10 ml,
20 ml

Stabpipette 25mL (Cellstar)

Silikonkautschuk GielRformen

2.1.3 Chemikalien, Enzyme, Kits
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Feather Microome Blade (Stainless
Steel) R35

Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Menzel, Braunschweig
Sarstedt, Numbrecht
Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Numbrecht
Greiner bio-one, Frickenhausen
Brand, Wertheim

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Nerbe plus, Winsen

Sarstedt, Numbrecht

Nerbe plus, Winsen

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe

Produkt Hersteller

Agarose Nippon Genetics, Diren
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Chloroform Merck, Darmstadt

Collagenase A

DNA Langenstandard 100bp plus DNA
Ladder
DPX Mountant for histology

Dul PBS
Eindeckmedium ProLong Gold

beccods

Essigsaure 99,8%
Et hanol
Fast Green FCF

(Roti puran

Roche, Mannheim
Thermo Scientific, Waltham, USA

Sigma Life Science, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Kremer Pigmente GmbH, Aichstetten



First-Strand Buffer, 5x
Glycergel mounting medium (IF)

Horse serum

Isofluran
Isopropanol p.a.
K2HPO4 x 3 H20
KH2POa4

Lightcycler® 480 SYBR Green Master
PCR Kit
Midori Green advance DNA Stain

M-MLV Reverse Transkriptase, 200 U/pl
NacCl

NaH2PO4

Na2HPO4

NaOH 1N

OligodT)isPr i mer ,
Paraformaldehyd

0,5 ¢

Paraplast-Plus Paraffin

PCR Nucleotide Mix (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP, je 10 mM)
Pikrinsaure-Ldsung

RNAscope® H20:2 & Protease Plus
Reagenzien

RNAscope® Multiplex Fluorescent
Detection Reagents

RNAscope® Multiplex TSA Buffer

RNAscope® Target Retrieval
Reagenzien
RNAscope® Waschpuffer (50x)

Sirius Red (Direct Red 80)
TriFast

Opal Fluorophore Reagent Packs (Opal
570, Opal 690)
Xylol
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Invitrogen, Karlsruhe
Dako Cytomation, Glostrup, Danemark

Gibco, Life technologies, Grand Island,
USA
Baxter, Unterschleil3heim

Fisher Chemical, Loughborough, UK
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Nippon Genetics, Diren
Promega, Mannheim

VWR, Radnor, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

( Thermo Scientific, Waltham, USA

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
USA

Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
USA

Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
USA

Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
USA

Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

VWR, Radnor, USA
Akoya Biosciences, Marlborough, USA

Honeywell, Morris Plains, USA
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2.1.4 Primer

Primer fur die quantitative Realtime-PCR:

Die Primer fur die quantitative Realtime-PCR wurden von der Firma Biomers (UIm) in
der gewiinschten Nukleotidsequenz synthetisiert und als lyophilisiertes
(gefriergetrocknetes) Pulver, in einer Kartusche, geliefert. Durch Ldsen in Millipore-

Wasser wurden die Primer auf eine Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt.

Gen Primer SequenA30%0
asma S ACTGGGACGACATGGAAAAG

as CATCTCCAGAGTCCAGCACA
AQP-1 S GCTGTCATGTACATCATCGCCCAG

as AGGTCATTGCGGCCAAGTGA
AQP-2 S CTGGCTGTCAATGCTCTCCAC

as TTGTCACTGCGGCGCTCATC
Collal S CTGACGCATGGCCAAGAAGA

as ATACCTCGGGTTTCCACGTC
Col3al S GGTGGTTTTCAGTTCAGCTATGG

as CTGGAAAGAAGTCTGAGGAATG
Cx37 S CACGAAGGGACCACGACGCcceaGceee

as TTCTTGGATGCAGAGCTGTTGGG
Cx40 S CCTGCTGGAAAGAAGTAGA

as TCTCCGGAGCTGTTCTTTA
Cx43 S TCCTGGGTACAAGCTGGTCACTGG

as GCTGCTGGCTCTGCTGGAAGG
Cx45 S GAACTTGATGATCCGGGTGCTTAT

as ATGGGGGTTGTTTTGGTGATGGTA
CX3CR1 S AAGTTCCCTTCCCATCTGCT

as CAAAATTCTCTAGATCCAGTTCAGG
CX3C-Ligand s CACCTCGGCATGACGAAAT

as TTGTCCACCCGCTTCTCAA
Fibronectin s ACACGGTTTCCCATTACGCCAT

as AATGACCACTGCCAAAGCCCAA
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F4/80 S CTTTGGCTATGGGCTTCCAGT

as GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG
GAPDH S CACCAGGGCTGCCATTTGCA

as GCTCCACCCTTCAAGTGG
LCN2 S GGACCAGGGCTGTCGCTACT

as GGTGGCCACTTGCACATTGT
NFAT 5 kueper s AACATTGGACAGCCAAAAGG

as GCAACACCACTGGTTCATTA
NKCC2 S GCCTCTCCTGGATTGTAGGAGAA

as CTAAGCTCCGGGAAATCAGGTA
PDGFRD S AGAAGCGGCCATGAATCAGG

as TCACTCGGCACGGAATTGTC
Renin S ATGAAGGGGGTGTCTGTGGGGTC

as ATGTCGGGGAGGGTGGGCACCTG
RPL32 S TTAAGCGAAACTGGCGGAAAC

as TTGTTGCTCCCATAACCGATG

Primer fur die Genotypisierungen:

Konstrukt Primer Sequenfg3§po
NFAT lox s GTAACCATGATTAGTCTTTTAGCTTTATG
as GTTCTGAGAATCCAAAGCACAAC

2.1.5 Antikdrper

Primare Antikorper

Name Hersteller Verdinnung

Rabbit-anti-Collagen | Abcam, Cambridge, UK | 1:400
Mouse-anti-Glattmuskelaktin (U-SMA) Abcam, Cambridge, UK ' 1:400

Sekundare Antikorper

Name Konjugation | Hersteller Verdinnung

Donkey-Anti-Rabbit IgG | Cy3 Dianova, Hamburg 1:400
Donkey-Anti-Mouse IgG | Cy5 Dianova, Hamburg 1:400
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2.1.6 Sonden fir in-situ Hybridisierung

Alle Sonden wurden von dem Unternehmen Advanced Cell Diagnostics (Hayward,
USA) fir die RNAscope® Anwendung bezogen.

Es wurden dabei nur Mus musculus Sonden verwendet.

Gen und Sonden Proben Bezeichnung Bestellnummer
U-SMA-C1 (Acta2) alpha smooth muscle actin 319531
AQP1-C2 Aquaporin 1 504741-C2
AQP2-C2 & C3 Aquaporin 2 452411
Calb1-C1 Calbindin 428431
CD31-C2 (Pecam1l) cluster of differentiation CD31 316721
Collal-C1 Fibrosemarker 319371
F4/80-C1 (ADGRE-1) | cell surface glycoprotein 460651
Fibronektin-C1 (FN-1) | Fibrosemarker 316951
LCN2-C1 & C2 Lipocalin 2 313971
Megalin (Lrp2)-C2 Megalin (prox. Tubulus) 425881-C2
NKCC2 (SIc12al)-C1 | Na-K-Cl symporter 476841
Pdgfrb C2 & C3 platelet derived growth factor receptor 411381
beta

2.1.7 Puffer und L6sungen

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien fur Puffer und Losungen in
Reinstwasser (MilliQ-Wasser) geldst.

Fixierlosung fir Perfusion, pH 7.4, filtriert (fir Immunfluoreszenz)

Substanz Volumenanteil
Dul beccobds PBS
Paraformaldehyd 3%
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Fixierlosung fir Perfusion, pH 7,0, gefiltert (fiir in-situ-Hybridisierunqg)

Substanz Volumen bzw. Gewicht pro 100 ml
Formalin 37% 10 ml

NaH2PO4 (monobasic) 0,49

NazHPOa4 (dibasic) 0,65¢

C + 90 ml Milli-Q-Wasser

PBS (Phosphate Buffered Saline) i A Ot i Rufier, pH 7,4, Ansatz fiir 2 |
Substanz Gewicht

K2HPO4 x 3 H20 456 ¢g
NaCl 16,36 g } Ldsung A: auf 1,5 | auffillen

KH2POa4 6,8 g (10-fach konzentriert) } Lésung B: auf 0,5 | auffiillen

damit Losung A auf pH 7,4 titrieren

Blockierldsung fiir Imnmunfluoreszenz, gefiltert

Substanz Prozentanteil
PBS-Otto

BSA (bovines Serum-Albumin) 1%

Horse serum 10 %

Waschpuffer fir mRNA-scope, Ansatz fur 3 |

RNAscope® Waschpuffer (50x) wurde vor Verwendung 15 min im Wasserbad-Granulat

erwarmt.
Substanz Volumen
Milli-Q-Wasser 2940 ml
RNAscope® Waschpuffer (50x) 60 ml

Target Retrieval fir mRNA-scope, Ansatz fir 200 ml

Substanz Volumen
Milli-Q-Wasser 180 ml
RNAscope® Target Retrieval 20 ml




TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer, pH 8,5
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Substanz Molare Masse

Tris 40 mM

Essigsaure 20 mM

EDTA 1 mM
Agaroseqgel

Substanz Volumenanteil

1x TAE

Agarose 2%

Midori Green Stain 0,02 a

NaOH (fur gDNA-Extraktion)

Substanz

Molare Masse

NaOH

Tris-HCI, pH 8,0 (fir gDNA-Extraktion)

Substanz

25mM

Molare Masse

Tris-HCI

2.1.8 Software und Internetdienste

Die gesamte Arbeit wurde mit Microsoft Office 2016 geschrieben.
diente die Software

Fluoreszenzmikroskopie

1M

ZEN blue von

Fir die

Zeiss. Als

Bearbeitungsprogramm fur die Bilder wurden ZEN blue und Adobe Photoshop CS5
(64 Bit) verwendet. Zum Erstellen von Abbildungen wurde das Programm CorelDRAW
2020 (64 Bit) eingesetzt. Die gezeigten Graphen wurden mit Hilfe des Programms
GraphPad Prism 5 erstellt. Zur Internetrecherche diente PubMed von NCBI (The
National Center for Biotechnology Information). Zum Zitieren wurde die Zotero
Software (Version 5.0) verwendet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

2.2.1.1 Verwendete Mauslinien

Alle Tierexperimente wurden entsprechnenddenVor gaben des ANati onal
Health guidelines forthe car e and use of darchgefibiusdvonn r es e
den lokalen Tierschutzbehorden genehmigt. Gemal dieser Vorschriften wurde auf die
Einhaltung der folgenden Parameter geachtet: Raumtemperatur (RT) 23°C = 2°C,
relative Luftfeuchtigkeit 55% =+ 5%, 12-stlindiges Hell-Dunkelintervall, Futter und

Wasser ad libitium.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mauslinie FoxD1¢®* x NFATS flfl verwendet.
Dazu wurden Mause, die unter der Kontrolle des FoxD1-Promotors die Cre-
Rekombinase exprimieren, mit einer Mauslinie mit gefloxtem NFAT5 Gen (NFATS5 fifl)

verpaart.

2.2.1.2 Genotypisierungen

Die Genotypisierung der verwendeten Tiere erfolgte mittels PCR. Die Isolierung der
DNA aus Gewebeproben erfolgte nach folgendem Schema:

Zunachst wurde das Gewebe fir 1 h in 100 pyl NaOH (25 mM) bei 96°C im
Thermocycler verdaut und gevortext. Anschlieend wurde der Verdau mit 10 pl Tris-
HCI (1 M, pH 8) gestoppt. Im letzten Schritt wurden die Proben fir 6 min bei 10.000
Umdrehungen/min zentrifugiert.

Fur die nachfolgende PCR wurden jeweils 2 ul der gewonnenen DNA und 23 pul des

folgenden Mastermix verwendet:

PCR-Reaktionsansatz Volumen fur 1 Probe
Puffer (GoTaq buffer green) 5 ul

Primer (je 10 pmol/ul) Jelyul

dNTP-Mix (2,5 mM) 2ul
GoTag-Polymerase 0,3 ul

H20 13,7 pl
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Fur die Amplifizierung wurde folgendes Protokoll verwendet:

Temperatur Dauer Zyklenzahl
Aktivierung 94°C 5 min
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 59°C 30s 30 Zyklen
Elongation 72°C 30s
Elongation 72°C 5 min
Lagerung 15°C b

Um die PCR analysieren zu kénnen, wurden je 12 ul des PCR-Gemisches auf ein
2%-iges Agarosegel aufgetragen. Im 1xTAE-Puffer wurden die einzelnen DNA-
Fragmente bei 120 V der GroR3e nach aufgetrennt. Der Abgleich erfolgte mit Positiv-

und Negativkontrollen.

2.2.1.3 Induzierte Nierenfibrose

Es wurden zwei verschiedene Modelle zur Induktion einer Nierenfibrose verwendet.
Zum einen handelte es sich um eine Adenin-induzierte Nephropathie und zum anderen
um eine unilaterale Ureterobstruktion (UUO) fur 5 Tage.

Die Nieren aus beiden Modellen wurden fir in-situ-Hybridisierungen mit 10%-iger
NBF-LOosung, fur immunhistochemische Analysen mit 3%-igem Paraformaldehyd
mittels retrograder arterieller Perfusion fixiert und in Paraffin eingebettet.

Die fertigen Nierenpréparate wurden fur diese Arbeit zur Verfigung gestellt.

2.2.2 Anfertigung von Gewebeschnitten

Mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms wurden von den, in Paraffin eingebetteten Nieren,
Gewebeschnitte mit einer Dicke von 5 pm hergestellt. Diese einzelnen Schnitte wurden
anschlielend fur die vollstandige Entfaltung in ein 42°C warmes Wasserbad Uberfuhrt
und mittels eines Pinsels auf einen Objekttrager gezogen. Je nachdem, ob im
Anschluss eine in-situ-Hybridisierung (ISH) oder eine Immunfluoreszenz (IF) erfolgte,
wurden auf einen Objekttrager jeweils zwei (Siriusrot-Farbung), zwei oder drei (ISH)
bzw. drei (IF) Schnitte gezogen. Die so erstellten Objekttrager wurden tber Nacht bei

RT getrocknet.
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2.2.3 Farbetechniken

2.2.3.1 In-situ-Hybridisierung

Die in-situ-Hybridisierung ist eine molekularbiologische Methode mit Hilfe derer sich
Nukleinséduren, also DNA oder wie im vorliegenden Fall RNA, in der Zelle am
hi stol ogischen Pra2aparat (Ain situf) nachwei
hergestellte Sonde Uber Basenpaarungen an die nachzuweisende Nukleinsaure.
Dadurch kann DNA oder RNA in intakten Zellen zielgenau detektiert werden.

Die Durchfuihrung der in-situ-Hybridisierung erfolgte im vorliegenden Fall mit dem
RNAscope® Multiplex Fluorescent Assay von ACD.

Dabei lasst sich die in-situ-Hybridisierung in vier Phasen unterteilen (siehe
Abbildung 4: RNAscope in-situ-Hybridisierung i Arbeitsablauf). Zuerst werden in der
Permeabilisierungsphase Gewebeschnitte oder Zellen auf einem Objekttrager fixiert
und mit RNAscope® H202, RNAscope® Protease Plus und RNAscope® Target
Retrieval vorbereitet. Im nachsten Schritt erfolgt die Hybridisierung, indem die RNA
scope Sonden (mit ~ 20 Ziel-spezifischen Doppel-Z-Sonden) mit den Ziel RNA-
Molekulen hybridisieren. In der Phase der Signalverstarkung (Amplifizierung) werden
mittels der RNAscope® Detection Reagents die Hybridisierungssignale tber eine
sequenzielle Hybridisierung verstarkt. In einem letzten Schritt kann jedes punktférmige
Signal, welches ein einzelnes getestetes Ziel-RNA-Molekul reprasentiert, mit einem

Mikroskop visualisiert und veranschaulicht werden.
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RNAscope
Double Z Probe

RNAscope
Double Z Probe

Abbildung 4: RNAscope in-situ-Hybridisierung i Arbeitsablauf
1. Permeabilisierung, 2. Hybridisierung, 3. Amplifizierung, 4. Visualisierung

(Quelle frei maodifiziert nach: https://acdbio.com/science/how-it-works)

Im Folgenden wird nun der genaue Arbeitsablauf der in-situ-Hybridisierung erklart.
Die Uber Nacht bei RT getrockneten Nieren-Paraffinschnitte wurden am Tag 1
zunachst fur 1 h im Brutschrank bei 60°C inkubiert.

Fur die anschlieRende Entparaffinierung wurden jeweils zwei Glaskivetten mit Xylol
und 100% Ethanol vorbereitet. Die Objekttrager wurden dann bei RT fir 2 x 5 min in
Xylol und fiir 2 x 1 min in 100% Ethanol getaucht.

Anschliel3end wurden die Objekttrager fir 5 min bei RT getrocknet. Danach wurden
die Nierenschnitte mit ein bis zwei Tropfen RNAscope® Hydrogenperoxid (H202)
bedeckt und fur weitere 10 min bei RT inkubiert.

Im Anschluss daran wurden die Schnitte 2-3x in Millipore-Wasser getaucht, in
Millipore-Wasser fir ca. 10 s auf 100°C akklimatisiert und fur 15 min in RNAscope®
Target-Retrieval-Losung gekocht. Danach wurden die Objekttrager 3-4x in Millipore-
Wasser und 3-4x in 100% Ethanol getaucht.


https://acdbio/
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Nach einer Trocknungsphase von 5 min bei RT wurden die Nierenschnitte mit
ausreichendem Abstand zum Préparat mit dem Fettstift umrandet und Gber Nacht bei
RT getrocknet.

Zudem wurden am Tag 1 auch die entsprechenden Sonden vorbereitet. Dazu wurden
die Sonden 1:50 miteinander verdiinnt, nachdem sie 10 min im Wasserbad erwarmt
wurden. Pro Nierenschnitt wurde hierfir mit einem Volumen von 30 ul gerechnet und
zusatzlich fur alle Praparate 30 pl als Reserve eingerechnet.

Zu Beginn des 2. Tages wurden die Schnitte mit RNAscope® Protease Plus betraufelt
und im RNAscope® Warmeofen fur 30 min bei 40°C inkubiert und anschlie3end jeweils
3-4x in zwei Plastikktvetten, welche mit Milli-Q-Wasser geflillt waren, eingetaucht.
Nach dem Bedecken der Schnitte mit der jeweiligen Hybridisierungssonde (diese
wurden vor Verwendung 10 min im Wasserbad erwarmt), wurden sie fur 2h bei 40°C
im RNAscope® Warmeofen inkubiert und dann fir 2x2 min im RNAscope®
Waschpuffer gewaschen. Die Waschschritte, in denen die Nierenschnitte jeweils
zweimal fur 2 min im RNAscope® Waschpuffer gewaschen wurden, erfolgten dabei
zwischen jedem Arbeitsschritt. Ebenso blieb auch die Temperatur des Warmeofens
wahrend der gesamten Zeit bei 40°C.

Die anschlieBende Amplifizierung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

Fur die nachfolgenden Amplifizierungsschritte wurden alle Substanzen aus dem
RNAscope® Multiplex Fluorescent Detection Reagents-Kit der Firma Advanced Cell
Diagnostics (ACDBIo) verwendet. Zunachst wurde von diesem Kit AMP 1 auf alle
Schnitte gegeben, fir 30 min bei 40°C im Warmeofen inkubiert und danach
gewaschen. Nachdem dieselben Schritte mit AMP 2 erfolgten, wurde AMP 3 auf alle
Nierenschnitte getraufelt, dieses Mal jedoch nur fur 15 min in den Heizofen gestellt und
anschlieend wieder gewaschen. Im Anschluss daran wurde, fur die Entwicklung des
C1-Signals, zuerst HRP-C1 auf die Schnitte aufgetragen, diese fur 15 min in den Ofen
gegeben und wieder gewaschen. Dann wurde das erste Fluorochrom (Opal 570),
welches zum RNAscope® Multiplex TSA Buffer 1:750 verdinnt wurde, auf alle
Praparate aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von 30 min im W&rmeofen, wurden
die Schnitte wiederum im Waschpuffer fir 2x2 min gewaschen, wobei die Praparate
vor Licht geschutzt wurden. Danach wurde der HRP-Blocker auf die Schnitte gegeben,
diese fur 15 min im Warmeofen inkubiert und anschlielRend wieder gewaschen.

Die Entwicklung der C2- bzw. C3-Signale erfolgte nach gleichem Schema, wobei daftr
HRP-C2 bzw. HRP-C3 (je nachdem, ob das C2- oder C3-Signal entwickelt wurde) und



Material und Methoden

das zweite Fluorochrom (Opal 690), welches ebenfalls zum RNAscope® Multiplex TSA
Buffer 1:750 verdinnt wurde, auf alle Objekttrager aufgetragen wurde. Die jeweiligen
Waschschritte, die Dauer der Inkubation mit dem zweiten Fluorochrom sowie des
HRP-Blockers blieben dabei gleich.

Die Darstellung der Zellkerne am Ende der in-situ-Hybridisierung erfolgte mittels einer
DAPI-Ldsung, welche im Kit der Firma ACDBIo mitgeliefert wurde (Wang et al., 2012).
Nach dem Eindecken der Objekttrager mit dem Eindeckmedium ProLong Gold der
Firma Thermo Scientific wurden die Objekttrager kihl gelagert.

2.2.3.2 Immunhistochemische Farbung

Durch die immunhistochemische Farbung konnen antigene Strukturen mittels
markierter Antikorper sichtbar gemacht werden. Das Prinzip der indirekten
Immunfluoreszenz beruht darauf, dass der primére Antikdrper an das zu detektierende
Antigen im Gewebeschnitt bindet. Wenn im n&chsten Schritt der sekundére Antikorper
hinzugegeben wird, bindet dieser an den Fc-Teil des ersten Antikorpers. Da dieser
sekundare Antikdrper mit einem signalemittierenden Fluorophor gekoppelt ist, kann
dieser Fluoreszenzfarbstoff mit Hilfe von Licht entsprechender Wellenldnge angeregt
und somit der Antigen-Antikérper-Komplex dargestellt werden.

Am Tag 1 wurden die Objekttrager zunéachst nach folgenden Schritten entparaffiniert,

da Uberschussiges Paraffin die nachfolgende Immunreaktion beeintrachtigen kann:

Ldsung Dauer
Xylol | 15 min
Xylol I 15 min
Isopropanol absolut 1 min

Isopropanol 96%
0

Isopropanol 80% Jeweils mehrmaliges, kurzes Tauchen

Isopropanol 70% bis zum Verschwinden der Schlieren

Destilliertes Wasser

Im Anschluss daran wurden die Objekttrager dreimal fir jeweils 5 min in PBS-Otto
gewaschen und auf einen Schiittler (rpm 80) gestellt.
Nachdem die uberschissige Waschlosung abgegossen und die Objekttrager

abgeklopft wurden, wurden diese in eine Feuchtkammer UUberfuhrt und die
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Nierenschnitte mit ausreichendem Abstand zum Praparat mit einem Fettstift umrandet.
Im Anschluss daran wurde auf jeden Nierenschnitt eine Blockierldsung (bestehend aus
PBS-Otto, 1% BSA und 10% Horse-Serum) gegeben und fur 20 min schattelnd
inkubiert. Danach wurde die Blockierlosung mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe von zwei
der drei Nierenschnitte abgesaugt, wobei der eine Schnitt, der nicht abgesaugt wurde,
als Negativkontrolle diente.

Die primaren Antikdrper, welche in der Blockierldsung entsprechend verdinnt wurden,
wurden anschiel3end auf alle Schnitte mit Ausnahme der Negativkontrolle aufgetragen
und Uber Nacht im Kuhlschrank bei 4°C inkubiert. Die Negativkontrolle enthélt folglich
nur die Blockierlésung und keinen primaren Antikorper.

Am Tag 2 wurden die Objekttrager wieder abgesaugt und danach dreimal fur jeweils
5 min mit der Blockierlosung schittelnd gewaschen. Um eine Kiristallbildung zu
vermeiden, wurden die sekundaren Antikdrper vor der Verwendung fir 5 min bei
13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nachdem die sekundaren Antikorper in der
Blockierlosung entsprechend verdiinnt wurden, wurden diese wiederum fir 5 min bei
13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Anschliel3end wurden die sekundéaren Antikorper auf
allen Schnitten verteilt und far 90 min unter Lichtausschluss bei RT inkubiert. Danach
wurden die Praparate lichtgeschitzt dreimal fur 15 min schittelnd in PBS-Otto
gewaschen.

Zum Abschluss wurden die Objekttrager mit dem Glycergel Mounting Medium der

Firma Dako Cytomation eingedeckelt.

2.2.3.3 Fast-Green-Siriusrot-Farbung

Die Siriusrot-Farbung ist eine Farbetechnik, mit Hilfe derer das Gesamtkollagen in
Geweben quantifiziert werden kann. Diese Methode beruht auf einer Reaktion des
Farbstoffes Siriusrot mit den Seitenketten des Kollagens, wodurch kollagenes
Bindegewebe bei der Durchlichtmikroskopie rot und anderes Gewebe griin dargestellt
wird. In einem ersten Schritt wurden die Objekttrager mit den 5 pm-Nierenschnitten
nach folgenden Schritten entparaffiniert:

Losung Dauer

Xylol | 15 min

Xylol 11 15 min
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Isopropanol absolut 1 min

Isopropanol 96%
[

Isopropanol 80% Jeweils mehrmaliges, kurzes Tauchen

Isopropanol 70% bis zum Verschwinden der Schlieren

Destilliertes Wasser

In einem zweiten Schritt wurden die Objekttrager in Feuchtkammern tberfuhrt und die
Nierenschnitte mit ausreichendem Abstand zum Praparat mit einem Fettstift umrandet.
Dann wurde die Fast-Green-Siriusrot-Losung (0,1% Siriusrot und 0,1% Fast Green in
gesattigter Pikrinlésung) auf die Schnitte getropfelt und diese bei geschlossener
Feuchtkammer fur 60 min inkubiert.

Nach der einstundigen Inkubation wurden die Praparate mit der Fast-Green-Siriusrot-
Lésung zunachst kurz in H20 gewaschen und in die 0,5%-ige Essigsaure tberfihrt. Im
Anschluss wurden die Praparate fur zweimal 5 min in Isopropanol absolut gewaschen.
Anschlie3end wurden die Praparate zweimal fur 5 min in Xylol gegeben und mit DPX
Mountant for histology eingedeckelt.

Die Objekttrager mit den Nierenschnitten wurden bei RT Gber Nacht unter dem Abzug
getrocknet, bevor sie am nachsten Tag mittels der Durchlichtmikroskopie betrachtet

wurden.

2.2.4 Mikroskopie

Alle Aufnahmen der Nierenpraparate wurden mit Hilfe des Zeiss Axio Observer.Z1-
Mikroskops und der zugehérigen Software ZEN 3.1 (blue edition) von Zeiss erstellt.
Beim Mikroskopieren der Praparate wurden mit Hilfe der Software ZEN 3.1 (blue
edition) die einzelnen Kanéale mit unterschiedlichen Farben angeféarbt und zu einem
Gesamtbild zusammengefugt.

Die Ubersichtsaufnahmen wurden dabei mit dem 20er-Objektiv mittels der
automatischen Kachelfunktion von ZEN 3.1 erstellt. Die Praparate wurden automatisch
in Kacheln unterteilt und, um eine ausreichende Schérfe der Fotos zu gewébhrleisten,
manuell mit einzelnen sog. Stutzpunkten versehen. Nach dem Starten der Aufnahme
wurden die Fotos automatisch zusammengesetzt. Um am Ende noch scharfere Fotos
zu bekommen, wurden die entstandenen Bilder noch mit der Stitching-Funktion

automatisch Uberarbeitet.



Material und Methoden

Die fertiggestellten Fotos wurden anschlielRend in Bezug auf Helligkeit, Kontrast und
Signalstarke noch manuell angepasst.
Die Detailaufnahmen wurden zum tberwiegenden Teil mit dem ApoTome.2 von Zeiss

erstellt.

2.2.5 Messung der Genexpression in Wildtyp- und NFAT5-Knockout-Nieren

Um die Folgen des Knockouts (ko bzw. KO) darstellen zu kdnnen, wurde mRNA von
Wildtyp (wt)- und NFAT5-Knockout-Nieren isoliert, in cDNA umgeschrieben und der
Gehalt an RNA mit Hilfe einer quantitativen Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction
(quantitative Echtzeit-PCR, kurz: qPCR) bestimmit.

Dabei legen die verwendeten Primer den Bereich fest, welcher im Rahmen der gqPCR

quantifiziert und vermessen wird.

2.2.5.1 Isolation der renalen mRNA

Die Isolation der RNA aus gefrorenen Nierenhalften basiert auf der von Chomczynski
und Sacchi 1987 entwickelten Guanidinium-Phenol-Chloroform-Methode.

In einem ersten Schritt wurden die auf -80°C eingefrorenen Nierenhalften zum
Transport ins entsprechende Labor in flissigen Stickstoff Uberfihrt und mit einem
Ultra-Turrax Mixer in 1 ml TriFast fir ca. 30 s homogenisiert und auf Eis gesetzt. Durch
das im Trizol enthaltene Phenol werden Proteine und DNA geldst, wohingegen die
RNA in der wassrigen Phase verbleibt.

Der Ultra-Turrax Mixer wurde zwischen dem Homogenisieren der verschiedenen
Nierenhalften immer mit Milli-Q-Wasser geséubert, um eine Verunreinigung zu
vermeiden.

Die homogenisierten Organe wurden fiir 5 min bei RT inkubiert und anschlieRend mit
1/5 des Gesamtvolumens an Chloroform (= 200 pl) schonend invertiert, um die DNA
nicht zu zerstoren. Das Gemisch wurde dann fur 20 min bei 4°C und mit 13.000 U/min
zentrifugiert.

Nach diesem Schritt bildete sich ein Mehrphasengemisch aus einer roten, DNA-
haltigen Phenolphase, einer weil3en, proteinhaltigen Interphase und einem wassrigen,
RNA-haltigen Uberstand, welcher abpipettiert werden konnte. Fur die sich
anschlieBende Fallung der RNA wurde 500 pl Isopropanol 100% zugegeben, die

Proben kurz gevortext und fir 10 min bei RT inkubiert. Im Anschluss daran wurden die
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Proben fir 30 min bei 4°C und mit 13.000 U/min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
konnte der restliche Uberstand verworfen werden, sodass ein glasiges RNA-Pellet
zuriickblieb. Dieses Pellet wurde mit 1 ml 75% Ethanol bei RT gewaschen. Nach einer
weiteren Zentrifugation mit 13.000 U/min bei 4°C fur 5 min konnte der Uberstand
erneut verworfen, das Pellet fiir 10 min bei RT getrocknet und abschlieRend in bis zu
200 pl Milli-Q-Wasser gelost und gevortext werden. Bis zur weiteren Verwendung

wurde das Pellet bei -80°C aufbewahrt.

2.2.5.2 Synthese der cDNA

Mit Hilfe des Nanodrop-Photometers wurde der RNA-Gehalt der Proben bestimmt. Aus

dem Quotienten der optischen Dichte bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm wurde
jeweils die Qualitat der isolierten RNA gemessen und nur RNA mit einem Quotienten
Uber 1,8 fur die reverse Transkription verwendet.

Dabei wurde die isolierte RNA mittels des Enzyms reverse Transkriptase in eine
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Da dieses Enzym in der Lage ist eine
RNA als Matrize zu verwenden, nutzt man diese Eigenschaft, um anhand dieser RNA-
Matrize einen RNA-DNA-Hybridstrang herzustellen. Der Vorteil, der sich daraus ergibt
ist eine deutlich stabilere Form, kein Verlust relevanter Informationen und eine Analyse
mittels PCR-Techniken.

Dafiur wurde ein bestimmtes Volumen an RNA eingesetzt, welches 1 ug entsprach und
auf ein Gesamtvolumen von 9 pl mit Milli-Q-Wasser aufgefulit.

AnschlieBend wurde fur die Transkription der mRNA, die einen Poly-A-Schwanz
aufweist, jeweils 1 pl Oligo-dT-Primer hinzugefligt, da diese selektiv an die Poly-A-
Schwénze der mRNA binden.

Zur cDNA-Synthese wurde folglich in der entsprechenden Reihenfolge Milli-Q-Wasser
(ad 10 pl), 1 pl Oligo-dT-Primer und jeweils 1 pg der isolierten RNA pipettiert und fur
5 min bei 65°C im Thermoblockcycler inkubiert.

Im Anschluss daran wurden je 10 pl des folgenden RT-Mixes hinzugegeben:

Chemikalie Volumen (ul)
Millipore-Q-Wasser
dNTP (2,5 mM)

5 x Puffer

Reverse Transkriptase

P ADPR
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Die Proben wurden fir die cDNA-Synthese zunachst fur 1 h bei 37°C im
Thermoblockcycler inkubiert. Um das Enzym zu inaktivieren, wurden die Proben
anschlieRend fur 2 min auf 95°C erhitzt.

Die erhaltene cDNA wurde abschliel3end mit 35 pl Milli-Q-Wasser verdunnt und bis zur
gPCR bei -20°C gelagert.

2.2.5.3 Quantitative Realtime-PCR

Die Quantifizierung der mRNA wurde am LightCycler 480-Gerat unter Verwendung
des LightCycler® 480 SYBR Green Master Mix Kits von Roche durchgefiihrt. Dabei
erfolgte bei der quantitativen Polymerasekettenreaktion (QPCR) nach jedem Zyklus

eine photometrische Bestimmung der entstandenen DNA-Menge. Diese wurde hierbei
indirekt bestimmt, indem der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, welcher mit hoher
Affinitat an doppelstrangige DNA bindet, gemessen wurde.

In die 96-Wellplatten wurden die cDNA-Proben inklusive der zugehorigen
Standardverdinnungsreihen mit 1:10, 1:100 und 1:1000 pipettiert.

In jedes Well wurde pro Probe 1 pl cDNA und 9 pl des folgenden PCR-Master-Mixes

pipettiert:
Chemikalie Volumen (ul)
LightCycler® 480 SYBR Green Master | 5
Milli-Q-Wasser 3
Primer-Mix (sense + antisense) 1

Anschlielend wurde die Well-Platte fir 2 min bei 2500 U/min zentrifugiert und

anschlieend fir die Messung in den Light Cycler gestellt.

Phase Anzahl der Zyklen @ Temperatur Dauer
Pre-Inkubation 1 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 15s
Annealing 45 58°C 15s
Elongation 72°C 20s

Nach jedem Zyklus wurde die Fluoreszenz gemessen und am Ende aller Zyklen wurde
die Schmelzkurve der amplifizierten DNA bestimmt.
Als Housekeeper-Gen wurde entweder GAPDH oder RPL32 als nicht mitregulierte

Kontrollgene verwendet.
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2.2.6 Statistische Analysen

Sofern nicht anders angegeben, wurden die ermittelten Messwerte jeweils als
Mittelwert + Standardfehler (SEM) dargestellt. Das Signifikanzniveau wurde mit Hilfe
des ANOVA wund des Student® t-Test berechnet. Statistiken mit der
Irrtumswahrscheinlichkeit p 00,05 wurden als signifikant bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Expression von NFAT5 im FoxD1-Kompartiment der Niere

Im Kapitel 1.3.2 wurde NFATS5 bereits als ein wichtiger osmoprotektiver Faktor in der
Niere beschrieben. In einem ersten Schritt wurde zunachst durch Co-Hybridisierung
mit nierenzellspezifischen Markern die NFATS5 Expression exakt spezifischen
Nierenstrukturen zugewiesen. Diese Lokalisationsstudien wurden dabei zunachst an
Wildtyp-Mausen unter basalen Bedingungen durchgefuhrt. Die genauen
Expressionsorte von NFAT5 im FoxD1-Kompartiment unter basalen Bedingungen der
Wildtyp-Niere wurden anschlieend mit Mausnieren, denen der NFAT5 im FoxD1-
Kompartiment fehlt, verglichen.

Um einen ersten Eindruck Uber die Verteilung von NFAT5 in der Wildtyp-Niere zu
bekommen, wurden Ubersichtsaufnahmen von wildtypischen Nierenschnitten
angefertigt (Abb. 5 A). Dabei konnte ein Gradient von NFAT5 gesehen werden,
welcher vom Cortex, Uber die auf3ere Medulla bis hin zur Papille deutlich zunimmit.
Mit Hilfe von PDGFRDb als Marker fur Mesangialzellen in den Glomeruli bzw. als Marker
fur interstitielle Zellen konnte eine Kolokalisation von NFAT5 mit PDGFRb gefunden
werden. Es zeigte sich sowohl in den Mesangialzellen der Glomeruli (Abb. 5 B) als
auch in den interstitiellen Zellen der Papille (Abb. 5 C) eine Uberlagerung von NFAT5
mit PDGFRD. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass NFATS in den PDGFRb-positiven
Zellen der Niere exprimiert wird.

Als weiterer moglicher Expressionsort von NFATS wurden juxtaglomerulére Zellen, die
das Hormon Renin bilden, betrachtet. Dafir wurden Nierenschnitte von Wildtyp-
Mausen mit der Sondenkombination aus NFAT5 und Renin hybridisiert. Dabei zeigte
sich eine geringe Expression von NFATS5 in Reninzellen (Abb. 5 D).

Des Weiteren WwMA éiee miglichd Expressiot) von NFAT5 in glatten
Muskel zell en ¢berpre¢ft. Jedoch-SMAmMAdNFATSk ei ne
in NFAT5 flfl Tieren nachgewiesen werden (Abb. 5 E). Somit kommt der
Transkriptionsfaktor in den glatten Muskelzellen der wildtypischen Nieren nicht vor.
Zusammenfassend lasst sich anhand dieser Bildtafel (Abb. 5) festhalten, dass NFAT5
in allen Zellen des FoxD1-Kompartiments, mit Ausnahme der glatten Muskelzellen,

vorkommt.



Ergebnisse

Abbildung 5: Darstellung der Expression von NFATS5 in wildtypischen NFATS flfl Nieren mittels mRNA-
scope-Technik. NFAT5 zeigt in der Ubersichtsaufnahme eine deutliche Zunahme in der Papille der
Wildtyp-Niere (Abb. 5 A: NFATS5 rot, PDGFRb griin dargestellt). Nachweis des Vorkommens von NFAT5
in den Detailaufnahmen in PDGFRb-positiven Mesangiumzellen der Glomeruli (Abb. 5 B: NFATS5 rot,
PDGFRb griin dargestellt), in PDGFRb-positiven interstitiellen Zellen der Papille (Abb. 5 C: NFATS5 rot,
PDGFRD griin dargestellt) und in Renin bildenden (weife Pfeile in Abb. 5 D) juxtaglomeruldren Zellen
(Abb. 5 D: NFATS5 rot, Renin griin dargestellt). Jedoch kein Nachweis von NFATS in glatten Muskelzellen
(Abb. 5 E: NFAT5 rot, -SMMA griin dargestellt).

3.2 Auswirkungen der Deletion von NFAT5 im Stromakompartiment

auf die Nierenentwicklung

Mé&use mit einer globalen Deletion von NFAT5 weisen morphologische und funktionelle
Veranderungen in der Niere auf. Um zu Uberprifen, ob Zellen, die sich aus FoxD1-
positiven Stromazellen entwickeln, fur diese Entwicklungsdefekte verantwortlich sind,
wurde die renale Entwicklung in FoxD1¢®*-NFATS flfl Mausen untersucht.

Um morphologische Veranderungen der Niere sehen zu kodnnen, wurden
Ubersichtsaufnahmen von Nierenschnitten der FoxD1¢¢*-NFAT5 flfl Tiere und der
Kontrolltiere angefertigt (Abb. 6 A und B). Die Nieren der Tiere mit NFATS5 Deletion in
Stromazellen zeigten dabei eine normale Entwicklung und eine ahnliche Grol3e wie die
Wildtyp-Nieren. Zudem konnten keine makroskopischen Anomalien festgestellt
werden, die Papille in den Knockout-Tieren war normal und zeigte keine atrophischen
Veranderungen.

Als weiterer Parameter wurde die Entwicklung von Nephronen betrachtet. Dazu wurde
in jeweils funf Nierenschnitten von Knockout- und Wildtyptieren die Anzahl der
Glomeruli pro Nierenschnitt ausgezéhlt. Dabei konnte kein Unterschied zwischen den

beiden Genotypen festgestellt werden (Abb. 6 C). Letztendlich sollte die renale
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Entwicklung durch die quantitative Analyse der Nierenzonen betrachtet werden (Abb.
6 D). Dazu wurde die Breite von Cortex, aul3erer Medulla und innerer Medulla auf
Nierenschnitten von Knockout- und Wildtyp-Mausen bestimmt. Auch hier zeigte sich
bei den FoxD1¢®*-NFATS flfl Tieren kein Unterschied im Vergleich zur wildtypischen

Kontrolle.

100~ g 25001
=8 &
235 so e = 20004
o5 | Eimmmmmmms il = e ua —
£= """ ﬂm’
(_‘; -g 60 :: : 'E:E 8 1500+
50 : E
o Y) | I Faateeam T
S & oa0d B 0 pemmns Eaate® G 10004
= £ e 5
£ e 3
N o 2041 S 500+
<5 e r=.
:.: (=]
N s
"N
& ©
‘\gi" (@"" @
00 00 (&)

Abbildung 6: Dargestellt sind jeweils eine Nieren-Ubersichtsaufnahme von FoxD1Ce*-NFAT5 flfl
Wildtyp- (A) und Knockout-Méausen (B) mittels Durchlichtaufnahme, sowie die mMRNA-Daten zur Anzahl
der Glomeruli pro 5 um Nierenschnitt (C) und zum Zonendurchmesser (D) im Vergleich zwischen
Wildtyp- (wt) und Knockout- (ko) Mausen.
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3.3 Bedeutunqg der NFAT5 Deletion fiir die Expression

profibrotischer und proinflammatorischer Gene in basalen

Wildtyp- und Knockout-Mausen

FoxD1 gilt als Marker fiir mesenchymale renale Stromazellen, aus denen sich glatte
Gefallmuskelzellen, Reninzellen, Mesangialzellen und interstitielle renale Zellen
entwickeln. In den FoxD1¢®*-NFATS5 flfl Mausen, in denen der Transkriptionsfaktor
NFATS in den FoxD1-positiven Zellen gezielt ausgeknockt wurde, fehlt folglich NFATS
in den obengenannten Zellen. Um zu uberprifen, ob eine NFATS5 Deletion
Auswirkungen auf die Expression profibrotischer und proinflammatorischer Gene
zeigt, wurde die Expression dieser Gene in basalen Wildtyp- und Knockout-Mausen
miteinander verglichen.

Dazu wurden die 5 pm Nierenschnitte mittels der mRNA-scope-Technik mit
unterschiedlichen Sondenkombinationen hybridisiert und die Expression der
profibrotischen und proinflammatorischen Gene in basalen Wildtyp- und Knockout-
Mausen bestimmt. Zunachst wurden Ubersichts- sowie Detailbilder von
unterschiedlichen Fibrosemarkern und proinflammatorischen Genen in PDGFRD-
positiven Zellen erstellt und anschlieRend mit mRNA-Daten der Realtime-PCR
verglichen.

Als Fibrosemarker wurde Collal mi t PDGFRb als Marker f
interstitielle renale Zellen in Wildtyp- und Knockout-Nieren mittels mRNA-scope-
Technik hybridisiert.

Die wildtypische Mausniere (Abb. 7) zeigt dabei ein bekanntes Bild. So kommt Collal
sowohl im Cortex, in der duf3eren Medulla sowie mit geringer Abundanz in der Papille
vor. Bereits am Ubersichtsbild lasst sich Collal vor allem interstitiell und um GefaRe
erkennen (Abb. 7 A). Bei Betrachtung der Detailbilder zeigt sich, dass Collal zwar im
Cortex exprimiert wird, jedoch in den Glomeruli fehlt (Abb. 7 B). Aufgrund der
Uberlagerung von Collal mit PDGFRD sowohl in der &uRReren Medulla als auch in der
Papille (Abb. 7 C und D) lasst sich die interstitielle Expression von Collal bestétigen.
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Abbildung 7: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie drei dazugehorige Detailbilder des
Cortex (B), der auReren Medulla (C) sowie der Papille (D) einer wildtypischen NFATS5 flfl Niere mittels
mMRNA-scope-Technik. Collal ist dabei rot und PDGFRb griin dargestellt.

Die FoxD1C*-NFATS5 flfl Niere zeigt anhand des Ubersichtsfotos der mRNA-scope-
Technik ein &hnliches Bild wie die wildtypische Niere (Abb. 8 A), wobei bereits bei
dieser 20-fachen VergroRerung ein Anstieg von Collal in der Papille deutlich wird.

Dieser Anstieg von Collal zeigt sich auch im Detailbild der Papille (Abb. 8 D). Der
Expressionsort von Collal und PDGFRb unterscheidet sich zwischen der Wildtyp-
und der Knockout-Niere nicht. So kommt Collal in der FoxD1¢"¢*-NFAT5 flfl Niere

auch in den PDGFRb-positiven interstitiellen Zellen vor. Im Vergleich zur Wildtyp-Niere
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kann weder im Cortex (Abb. 8 B) noch in der auf3eren Medulla (Abb. 8 C) ein

Unterschied gesehen werden.

Abbildung 8: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie drei dazugehérige Detailbilder des
Cortex (B), der auBeren Medulla (C) sowie der Papille (D) einer FoxD1¢¢*-NFATS5 fIfl Niere mittels
mRNA-scope-Technik. Collal ist dabei rot und PDGFRb griin dargestellt.
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Mittels der quantitativen Realtime-PCR wurde ein signifikanter Unterschied zwischen
der wildtypischen Mausniere und der FoxD1¢®*-NFATS5 flfl Niere gemessen (Abb. 9).
So konnte ein Anstieg von Collal um ca. den Faktor 3 in der Knockout-Niere
festgestellt werden. Diese vermehrte Expression von Collal in der Knockout-Niere ist

somit aquivalent zu den Ergebnissen, die mittels der mMRNA-scope-Technik dargestellt

wurden.
*
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Abbildung 9: Dargestellt sind die mMRNA-Daten der quantitativen Realtime-PCR der basalen Wildtyp-
sowie der basalen Knockout-Nieren. Dabei lasst sich in Bezug auf Collal ein signifikanter Unterschied
(* p < 0,05 stellt eine signifikante Anderung dar) zwischen der basalen Wildtyp- und der basalen
Knockout-Niere erkennen. Als Housekeeper-Gen wurde GAPDH verwendet.

Als weiterer Fibrosemarker wurde Fibronektin betrachtet. Auch hierbei stellte sich die
Frage, ob die NFAT5 Deletion Fibronektin als profibrotisches Gen hochreguliert.
Fibronektin, welches zu den extrazellularen Matrixkomponenten zahlt, wird unter
anderem von Fibroblasten, Makrophagen und bestimmten Epithelzellen gebildet.
Fibronektin wurde dabei ebenfalls mit PDGFRb hybridisiert und in Wildtyp- und
Knockout-Nieren miteinander verglichen. Im Ubersichtsbild der wildtypischen
Mausniere erkennt man bereits, dass Fibronektin vor allem im Cortex sowie in der
auReren Medulla exprimiert wird, wohingegen es, zumindest auf dem Ubersichtsbild
so scheint, als wirde Fibronektin in der Papille nur schwach exprimiert werden (Abb.
10 A). Bei Betrachtung der Detailbilder kann diese Kolokalisation von Fibronektin und
PDGFRb sowohl im Cortex (Abb. 10 B) als auch in der duReren Medulla (Abb. 10 C)
gesehen werden. Eine vereinzelte Kolokalisation tritt auch in der Papille auf
(Abb. 10 D).
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Die Kolokalisation von Fibronektin und PDGFRb lasst darauf schlieRen, dass

Fibronektin in den interstitiellen Zellen des Wildtyps vorkommit.

Abbildung 10: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie drei dazugehérige Detailbilder des
Cortex (B), der au3eren Medulla (C) sowie der Papille (D) einer wildtypischen NFATS flfl Niere mittels
mMRNA-scope-Technik. Fibronektin ist dabei rot und PDGFRb griin dargestellt.
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In einem weiteren Schritt wurde diese Wildtyp-Niere mit Fibronektin und PDGFRb mit
der FoxD1¢"®*-NFATS5 fIfl Niere in Bezug auf einen Anstieg des profibrotischen Markers
Fibronektin verglichen. Dabei fallt bereits in der Ubersichtsaufnahme (Abb. 11 A) ein
deutlicher Anstieg von Fibronektin in der Papille der Knockout-Niere auf. Im Bereich
des Cortex (Abb. 11 B) sowie der &ufReren Medulla (Abb. 11 C) scheint es keinen
Unterschied zwischen der Knockout-Niere und der Kontrollniere zu geben. Der Anstieg
in der Papille der Knockout-Niere ist auch sehr deutlich im Detailbild der Papille zu
sehen (Abb. 11 D). Eine Kolokalisation von Fibronektin und PDGFRDb lasst sich auch
in der Knockout-Niere erkennen. Folglich erfolgt auch der Anstieg von Fibronektin in
der FoxD1¢¢*-NFATS5 flfl Niere in den PDGFRb-positiven interstitiellen Zellen.

Ein Unterschied zwischen der basalen Wildtyp- und der basalen Knockout-Niere
konnte auch mit Hilfe der quantitativen Realtime-PCR belegt werden (Abb. 12).
Tatsachlich konnte hier ein signifikanter Anstieg von Fibronektin um ca. den Faktor 2
in der FoxD1¢¢*-NFATS flfl Niere gefunden werden. Diese vermehrte Anreicherung
von Fibronektin in der Knockout-Niere korreliert somit mit den Ergebnissen, welche mit
der in-situ-Hybridisierung dargestellt wurden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Fibronektin sowohl in der basalen
Wildtyp-Niere als auch in der FoxD1¢®*-NFATS5 flfl Niere in den PDGFRb-positiven
interstitiellen Zellen exprimiert wird. Des Weiteren kommt es in den Nierenpapillen der
Knockout-Mause zu einem signifikanten Anstieg des Fibrosemarkers Fibronektin.
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Abbildung 11: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie drei dazugehorige Detailbilder des
Cortex (B), der auReren Medulla (C) sowie der Papille (D) einer FoxD1¢¢*-NFATS5 flfl Niere mittels
MRNA-scope-Technik. Fibronektin ist dabei rot und PDGFRb griin dargestellt.
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Abbildung 12: Dargestellt sind die mRNA-Daten der quantitativen Realtime-PCR der basalen Wildtyp-
sowie der basalen Knockout-Nieren. Dabei lasst sich in Bezug auf Fibronektin ein signifikanter
Unterschied (* p < 0,05 stellt eine signifikante Anderung dar) zwischen der basalen Wildtyp- und der
basalen Knockout-Niere erkennen. Als Housekeeper-Gen wurde GAPDH verwendet.

Um feststellen zu kdnnen, ob es im Hinblick auf die Expression proinflammatorischer
Gene einen Unterschied zwischen der Wildtyp- und der Knockout-Niere gibt, wurde in
einem weiteren Versuch das proinflammatorische Gen F4/80 mit PDGFRb hybridisiert.
Dabei sollte festgestellt werden, ob es in der Knockout-Niere zu einer vermehrten
Infiltration von F4/80 positiven Makrophagen kommt. F4/80 stellt namlich einen
spezifischen Marker fur Makrophagen der Maus dar.

Im Ubersichtsbild der wildtypischen Niere fallt auf, dass F4/80 insgesamt nur sehr
gering exprimiert ist (Abb. 13 A). Zur gleichen Erkenntnis kommt man bei Betrachtung
der Detailbilder. So zeigt sich zwar eine geringe Expression von F4/80 positiven
Makrophagen im Cortex (Abb. 13 B), in der auf3eren Medulla (Abb. 13 C) und in der
Papille (Abb. 13 C), eine Uberlagerung mit PDGFRb-positiven interstitiellen Zellen
fehlt jedoch.
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Abbildung 13: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie drei dazugehorige Detailbilder des
Cortex (B), der au3eren Medulla (C) sowie der Papille (D) einer wildtypischen NFATS5 flfl Niere mittels
mMRNA-scope-Technik. F4/80 ist dabei rot und PDGFRb griin dargestellt.
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Bei Betrachtung der Ubersichtsaufnahme der FoxD1¢¢*-NFATS5 flIfl Niere fallt zunachst
kein signifikanter Unterschied zur Kontrollniere auf (Abb. 14 A). Wenn man allerdings
die Detailbilder ndher betrachtet, kann man einen leichten Anstieg F4/80 positiver
Makrophagen in der Papille erkennen (Abb. 14 D). Im Bereich des Cortex (Abb. 14 B)
und der auReren Medulla (Abb. 14 C) der Knockout-Niere gibt es keine Unterschiede
zur Kontrollniere. Zudem fehlt auch in der FoxD1¢®*-NFAT5 flfl Niere eine
Uberlagerung PDGFR Bpositiver interstitieller Zellen und F4/80. Folglich lasst sich
festhalten, dass die NFAT5 Deletion in renalen Stromazellen zu keiner vermehrten
Infiltration mit Makrophagen fuhrt.

Die Erkenntnisse der mRNA-scope-Technik werden zusatzlich durch die Ergebnisse
der quantitativen Realtime-PCR bestatigt. So konnte auch hier kein signifikanter
Unterschied, lediglich eine tendenzielle Erh6hung, zwischen der Expression von F4/80
in der FoxD1¢*-NFATS5 fIfl Niere und der Kontrollniere gefunden werden (Abb. 15).
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Abbildung 14: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie drei dazugehérige Detailbilder des
Cortex (B), der auBeren Medulla (C) sowie der Papille (D) einer FoxD1ce*-NFATS5 fIfl Niere mittels
mRNA-scope-Technik. F4/80 ist dabei rot und PDGFRb griin dargestellt.
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Abbildung 15: Dargestellt sind die mRNA-Daten der quantitativen Realtime-PCR der basalen Wildtyp-
sowie der basalen Knockout-Nieren. Dabei lasst sich zwar eine minimale Erh6hung von F4/80 in der
basalen Knockout-Niere erkennen, ein signifikanter Unterschied in Bezug auf F4/80 zwischen der
basalen Wildtyp- und der basalen Knockout-Niere konnte jedoch nicht festgestellt werden. Als
Housekeeper-Gen wurde GAPDH verwendet.

Um den signifikanten Anstieg der Collal mRNA Expression in der wildtypischen
NFATS5 flfl Niere und der FoxD1¢¢*-NFATS5 flfl Niere noch deutlicher zu belegen, wurde
zusatzlich zu den oben dargestellten mMRNA-scope-Aufnahmen und der quantitativen
Realtime-PCR die Proteinexpression mittels immunhistochemischer Farbung von
Collal sowie eine Fast-Green-Siriusrot-Farbung durchgefihrt. Es konnte auch hier
ein Anstieg von Collal in der Knockout-Niere (Abb. 16 B) im Vergleich zur
wildtypischen Kontroliniere gezeigt werden (Abb. 16 A).

In einem weiteren Versuch wurden 5 um dicke Nierenschnitte einer wildtypischen- und
einer Knockout-Niere mittels einer Fast-Green-Siriusrot-Farbung untersucht. Mit Hilfe
der Siriusrot-Farbung kann das Gesamtkollagen in Geweben quantifiziert werden. Wie
im Methodenteil bereits erklart, beruht diese Methode auf einer Reaktion des
Farbstoffes Siriusrot mit den Seitenketten des Kollagens, wodurch kollagenes
Bindegewebe bei der Durchlichtmikroskopie rot und anderes Gewebe griin dargestellt
wird. Dafiir wurden wiederum Ubersichtsaufnahmen einer Wildtyp-Niere (Abb. 17 A)
und einer Knockout-Niere (Abb. 17 B) miteinander verglichen. Auch hier konnte der
deutliche Anstieg der Gesamtkollagenabundanz, vor allem in der Papille der Knockout-
Niere, gefunden werden. Mit diesen beiden Versuchen konnte eine Erh6hung von
Kollagenen in der FoxD1¢¢*-NFATS5 flfl Niere auch auf Proteinebene nachgewiesen

werden.
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Abbildung 16: Dargestellt sind Ubersichtsaufnahmen einer wildtypischen NFATS5 flfl Niere (A) und einer
FoxD1Ce*-NFATS5 flfl Niere (B) mittels immunhistochemischer Farbung. Als primarer Antikdrper wurde
hierbei Collal (rot dargestellt) verwendet. Es zeigt sich ein Anstieg von Collal in der Knockout-Niere.

Abbildung 17: Dargestellt sind Ubersichtsaufnahmen einer wildtypischen NFATS5 flfl Niere (A) und einer
FoxD1¢¢*-NFATS5 flfl Niere (B) mittels einer Fast-Green-Siriusrot-Farbung. Dabei stellt sich kollagenes
Bindegewebe rot und anderes Gewebe griin dar. Es zeigt sich ebenfalls ein deutlicher Anstieg von
Gesamtkollagen, vor allem in der Papille der Knockout-Niere.
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Als Zusammenfassung lasst sich festhalten, dass die Expression profibrotischer Gene
wie Collal und Fibronektin bei den FoxD1¢®*-NFAT5 flfl Mausen signifikant
ansteigen. Das bedeutet, dass bei einer Deletion von NFATS die Fibrosemarker in der
Niere hochreguliert werden. Warum das Fehlen von NFAT5 jedoch zur Erh6éhung von
Collal und Fibronektin fuhrt, muss durch weiterfihrende Untersuchungen geklart
werden.

Im Hinblick auf die Expression proinflammatorischer Gene wie F4/80 konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen der Wildtyp-Niere und der FoxD1¢"®*-NFAT5 fifl

Niere gezeigt werden.

3.4 Bedeutung der NFATS5 Deletion fiir die Entwicklung von

Myofibroblasten in basalen Wildtyp- und Knockout-Mausen

Weiterhin stellte sich die Frage, ob eine Deletion des Transkriptionsfaktors NFAT5
Auswirkungen auf die Entwicklung von Myofibroblasten hat. Myofibroblasten sind
kontraktile Zellen, die Bestandteile der Extrazellularmatrix synthetisieren und bei der
Wundheilung extrazellulare Kollagenfasern produzieren. lhre Aktivierung spielt eine
entscheidende Rolle in der Entwicklung einer Fibrose. Deswegen sollte untersucht
werden, ob es bei Mausen, bei denen der NFATS in interstitiellen Fibroblasten deletiert
ist, im Vergleich zum Wildtyp, zu einer vermehrten Bildung von Myofibroblasten und
infolgedessen zu einer Fibrose kommit.

Um dies herauszufinden, wurden wiederum 5 um dicke Nierenschnitte von Wildtyp-
und Knockout-Mausen mit der mRNA-scope-Technik analysiert. Dabei wurde als
Sondenkombination alpha smooth muscle actin (Abkiirzungen: U-SMA, asma) mit
PDGFRD hybridisiert.

Im Ubersichtbild der Wildtyp-Ni er e | 2 sS8A in den GéfalRdnm bzw. in glatten
Muskelzellen erkennen (Abb. 18 A). Zudem SHAImden Glomeruli vor, wo
es zum Teil mit PDGFR Bpositiven Zellen korreliert (Abb. 18 B). In der auf3eren
Medulla (Abb. 18 C) sowie in der Papille (Abb. 18 D) der Wildtyp-Ni er e SdA |l t U
allerdings.
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Abbildung 18: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie drei dazugehérige Detailbilder des
Cortex (B), der auBeren Medulla (C) sowie der Papille (D) einer wildtypischen NFATS fifl Niere mittels
mMRNA-scope-Technik. U-SMA ist dabei rot und PDGFRb griin dargestellt.
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Bei Betrachtung der FoxD1C*-NFATS5 flfl Niere fallt in der Ubersichtsaufnahme kein
Unterschied zur wildtypischen Kontrollniere auf (Abb. 19 A). Auch hier erkennt man

ei ne Expr e sSMA omen GefiRenlbzw. in den glatten Muskelzellen. Die

Expression im Cortex bzw. in den Glomeruli der Knockout-Niere stellt sich &hnlich wie
in der Wildtyp-Niere dar (Abb. 19 B). Zudem kann auch in der FoxD1¢"®*-NFATS5 flfl
Ni ere keine AnEeSMAin HeeduRereg Medwlan(Abb. 19 C) und in der
Papille (Abb. 19 D) gesehen werden.

Abbildung 19: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie drei dazugehorige Detailbilder des
Cortex (B), der aufReren Medulla (C) sowie der Papille (D) einer FoxD1¢*-NFATS5 fifl Niere mittels
MRNA-scope-Technik. U-SMA ist dabei rot und PDGFRb griin dargestellt.
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Zum selben Ergebnis kam man auch durch die Auswertung der Light Cycler-Daten der
guantitativen Realtime-PCR. Hier konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen den Wildyp-Nieren und den FoxD1¢®*-NFATS5 flfl Nieren gefunden werden
(Abb. 20).
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Abbildung 20: Dargestellt sind die mRNA-Daten der quantitativen Realtime-PCR der basalen Wildtyp-
sowie der basalen Knockout-Nieren. Dabei lasst sich zwar eine minimale Erhéhung von U-SMA in der
basalen Knockout-Niere erkennen, ein signifikanter Unterschied in Bezug auf U-SMA zwischen der
basalen Wildtyp- und der basalen Knockout-Niere konnte jedoch nicht festgestellt werden. Als
Housekeeper-Gen wurde GAPDH verwendet.

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass sowohl die mRNA-scope-
Analyse als auch die mRNA-Daten der quantitativen Realtime-PCR keine
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen im Hinblick auf die Expression von

U-SMA zeigen. Das wiederum bedeutet, dass es weder in der Wildtyp- noch in der

Knockout-Niere Anzeichen fir eine verstarkte Myofibroblastenbildung gibt.
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3.5 Expression des Schadigungsmarkers LCN?2

M&ause mit einer globalen Deletion von NFAT5 weisen morphologische und funktionelle
Veranderungen in der Niere auf. AuRBerdem konnte bereits gezeigt werden, dass
FoxD1¢®*-Zellen, in denen der Transkriptionsfaktor NFAT5 deletiert ist, verstarkt
Fibrosemarker exprimieren. Deshalb sollte in einem ersten Schritt die Expression des
Schadigungsmarkers LCN2 in der Niere genauer untersucht werden. Um die
Expression von LCN2 vergleichen zu kénnen, wurden Ubersichtsaufnahmen von
Nierenschnitten der FoxD1¢¢*-NFATS flfl Tiere und der Kontrolltiere angefertigt (Abb.
21). Die Nieren der Wildtyptiere zeigten dabei eine nur geringe Expression des
Schadigungsmarkers LCN2. Dieser trat hierbei zu einem geringen Teil in der &uf3eren
Medulla und der Papille auf (Abb. 21 A).

Im Vergleich dazu konnte bei den Tieren mit der NFAT5 Deletion in den FoxD1¢re*-
Zellen ein deutlicher Anstieg des Schadigungsmarkers LCN2 in der auReren Medulla
und der Papille festgestellt werden (Abb. 21 B).

Zum selben Ergebnis kam man bei Betrachtung der mRNA-Daten der quantitativen
Realtime-PCR. Hierbei konnte ebenfalls ein deutlicher Anstieg des
Schadigungsmarkers LCN2 in den FoxD1¢¢*-NFAT5 flfl Nieren gesehen werden
(Abb. 22).

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Schadigungsmarker LCN2 unter basalen
Bedingungen in den FoxD1¢¢*-NFATS5 flfl Tieren deutlich starker exprimiert wird als in

den Wildtyptieren.
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Abbildung 21: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme einer Wildtyp-Niere (A) sowie eine
Ubersichtsaufnahme einer FoxD1Cc®*-NFAT5 flfl Niere (B) mittels mRNA-scope-Technik. Der
Schadigungsmarker LCN2 ist dabei rot dargestellt.
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Abbildung 22: Dargestellt sind die mMRNA-Daten der quantitativen Realtime-PCR der basalen Wildtyp-
sowie der basalen Knockout-Nieren. Dabei lasst sich ein deutlicher Anstieg des Schadigungsmarkers
LCN2 in der basalen Knockout-Niere erkennen. Als Housekeeper-Gen wurde GAPDH verwendet.
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3.6 Zellspezifische Zuordnung der Expression von LCN?2

Nachdem festgestellt wurde, dass der Schadigungsmarker LCN2 unter basalen
Bedingungen bei FoxD1¢®*-NFATS5 flfl Tieren deutlich starker exprimiert wird als bei
Wildtyptieren, wurde in einem weiteren Schritt die genaue Expression von LCN2
untersucht. Dabei wurden mittels der mRNA-scope-Technik Co-Hybridisierungen von
LCN2 mit unterschiedlichen nierenzellspezifischen Markern sowohl in Wildtyp-Nieren
als auch in FoxD1¢®*-NFATS5 fifl Nieren durchgefihrt.

Zunachst wurden die tubularen Strukturen genauer betrachtet. Daflr erfolgte eine Co-
Hybridisierung des Schadigungsmarkers LCN2 mit Aquaporin-1 (AQP-1), das als
Marker fur die diinne, absteigende Henle-Schleife gilt.

Das Ubersichtsbild des Wildtyps (Abb. 23 A) zeigt ein Auftreten von LCN2 in der
auBeren Medulla sowie in der Papille. AQP-1 tritt ebenfalls in den gleichen
Kompartimenten der Niere und dabei in der diinnen absteigenden Henle-Schleife auf.
Bei Betrachtung des Detailbildes aus dem Bereich der aufl3eren Medulla (Abb. 23 B)
fallt allerdings auf, dass keine Kolokalisation zwischen AQP-1 und LCNZ2 existiert.
Zudem zeigt AQP-1 in den dargestellten Abbildungen keine punktuelle Expression, da

die Expression in einzelnen Zellen sehr hoch ist.
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Abbildung 23: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie das dazugehorige Detailbild der
auReren Medulla (B) einer wildtypischen NFATS flfl Niere mittels mRNA-scope-Technik. LCN2 ist dabei
rot und AQP-1 griin dargestellt. AQP-1 zeigt aufgrund der sehr hohen Expression in den einzelnen
Zellen keine punktuelle Expression.
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Auf dem Ubersichtsbild der FoxD1¢¢*-NFATS5 flfl Niere erkennt man einen deutlichen
Anstieg des Schadigungsmarkers LCN2, vor allem in der Papille (Abb. 24 A) und eine
leichte Zunahme von AQP-1. Das Detailbild der Knockout-Niere zeigt ebenfalls einen
Ausschnitt der aul3eren Medulla und stellt sich ahnlich dem Wildtyp dar. So lasst sich
auch im Knockout keine Kolokalisation von LCN2 und AQP-1 erkennen (Abb. 24 B).

Zusammenfassend lasst sich folglich feststellen, dass, wie in Kapitel 3.5 bereits
dargestellt, der Schadigungsmarker LCN2 unter basalen Bedingungen in den
FoxD1¢e*-NFATS5 flIfl Tieren deutlich starker exprimiert wird als in den Wildtyptieren.
Mit Hilfe der mRNA-scope-Technik konnte jedoch gezeigt werden, dass LCN2 und
AQP-1 nicht kolokalisieren. Folglich wird LCN2 unter basalen Bedingungen weder in
der Wildtyp- noch in der Knockout-Niere in der dinnen absteigenden Henle-Schleife

exprimiert.

Abbildung 24: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie das dazugehérige Detailbild der
auReren Medulla (B) einer FoxD1¢e*-NFATS5 flfl Niere mittels mRNA-scope-Technik. LCN2 ist dabei rot
und AQP-1 griin dargestellt.

Als weitere tubulare Struktur wurde die dinne aufsteigende Henle-Schleife betrachtet.
Dafir erfolgte eine in-situ-Hybridisierung von CLCNKa, welcher als Marker fir diesen
Abschnitt der Niere gilt, mit dem Schadigungsmarker LCN2. CLCNKa ist dabei der
Genort, der fur Chloride Voltage-Gated Channel Ka codiert. Bereits auf dem
Ubersichtsbild der wildtypischen NFATS fIfl Niere lasst sich eine Expression von
CLCNKa zu einem geringen Teil im Cortex, in der auf3eren Medulla und in der Papille
und dabei innerhalb der diinnen aufsteigenden Henle-Schleife erkennen (Abb. 25 A).

Der Schadigungsmarker LCN2 tritt im Wildtyp nur in geringer Konzentration in der
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aulReren Medulla sowie in der Papille auf. Das Detailbild der wildtypischen Niere zeigt
eine Uberlagerung von CLCNKa mit LCN2 (Abb. 25 B). Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass LCN2 in der dunnen aufsteigenden Henle-Schleife

exprimiert wird.

Abbildung 25: Dargestellt sind eine Ubersichtsaufnahme (A) sowie das dazugehérige Detailbild der
aueren Medulla (B) einer wildtypischen NFATS5 flfl Niere mittels mRNA-scope-Technik. LCN2 ist dabei
rot und CLCNKa griin dargestellt.

Bei Betrachtung des Ubersichtsbildes der FoxD1Ce*-NFATS5 flfl Niere fallt ein leichter
Anstieg des Markers fir die diinne aufsteigende Henle-Schleife auf. So wird CLCNKa
in der Knockout-Niere vor allem in der auf3eren und der inneren Medulla exprimiert
(Abb. 26 A). Der Schadigungsmarker LCN2 steigt in der Knockout-Niere
bekanntermalien an. Bereits an der Ubersichtsaufnahme lasst sich eine Kolokalisation
von CLCNKa und LCN2 vermuten. Diese Vermutung wird anhand des Detailbildes der
aulReren Medulla bestatigt (Abb. 26 B). Folglich kommt der Schadigungsmarker LCN2
sowohl in der FoxD1¢®*-NFATS5 flfl Niere als auch in der wildtypischen Kontrollniere in

der dinnen aufsteigenden Henle-Schleife vor.

































































































































