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Abkürzungen
ADH Vasopressin

AKI akute Nierenschädigung

ANCA Anti-neutrophil cytoplasmatic antibody

AQP2 Aquaporin 2

CKD chronische Nierenerkrankung

CTX carboxyterminale Kollagen-Crosslinks

DHA Dihydroxyadenin

eGFR estimated glomerular filtration rate

EPO Erythropoetin

GFR glomeruläre Filtrationsrate

KG Körpergewicht

KIM1 Kidney Injury Molecule-1

LCN2 Lipocalin-2

MMP9 Matrixmetalloproteinase 9

NCC NaCl-Cotransporter

NGAL Neutrophil gelatinase associated lipocalin

NKCC2 Natrium-Kalium-2Chlorid-Cotransporter 2

NO Stickstoffmonoxid
PINP Prokollagen-Typ-I-N-terminales Propeptid

PTH Parathormon
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

RT Raumtemperatur

SEM Standardfehler des Mittelwerts
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1 Einleitung

Die Niere ist eines der wichtigsten Ausscheidungsorgane für wasserlösliche Stoffwech-
selprodukte. Sie übernimmt eine zentrale Rolle in der Regulation des Elektrolyt- sowie
Wasserhaushaltes und wirkt maßgeblich an der Homöostase des Säure-Basen-Haushaltes
mit. Durch ihre endokrine Funktion ist die Niere über das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS) substanziell an der Kontrolle des Blutdrucks beteiligt. Weiterhin beein-
flusst die Niere über die Ausschüttung von Erythropoetin (EPO) die Blutbildung [99].

1.1 Struktureller Aufbau der Niere

Der anatomische Aufbau einzelner Bereiche der Niere orientiert sich eng an den jeweiligen
Funktionen. An dieser Stelle soll der Aufbau der Niere lediglich grob umrissen werden.

In den Glomeruli findet die Produktion des Primärharns statt. Dieser gelangt anschließend
in den proximalen Tubulus, welcher die höchste Transportkapazität des Tubulussystems
besitzt. Dieser kann in drei Segmente weiter unterteilt werden, welche sich in ihrer Funk-
tion sowie dem Zellaufbau unterscheiden. An den proximalen Tubulus schließt sich der
dünne Teil der Henle-Schleife an, welcher nur eine geringe Transportleistung besitzt und
bis ins innere Mark hineinreicht. Der dünne Teil der Henle-Schleife bildet im inneren Mark
eine Schleife und steigt dann im Mark auf. Er geht in den distalen Tubulus über, welcher
zunächst im Mark weiter aufsteigt und in der Rinde einen Kontakt mit dem Gefäßpol
des zugehörigen Glomerulus ausbildet. Dort befindet sich die Macula densa, welche eine
wichtige Rolle für das tubuloglomeruläre Feedback spielt. Der distale Tubulus mündet in
einen Verbindungstubulus, der ihn mit einem Sammelrohr verbindet. Die Sammelrohre
leiten den Harn bis zur Papillenspitze, von wo aus er in das Kelchsystem und anschlie-
ßend in die ableitenden Harnwege gelangt. In den Sammelrohren wird die Osmolarität
des Urins eingestellt. Durch die Anordnung der Tubuli können verschiedene Bereiche des
Nierenparenchyms unterschieden werden. Die Rinden-Mark-Grenze zeichnet sich durch
den Übergang von gewundenen zu geraden Anteilen der proximalen Tubuli aus und kann
mikroskopisch anhand der Lage juxtamedullärer Glomeruli lokalisiert werden. Das äußere
Mark wird in einen Außenstreifen und einen Innenstreifen unterteilt, die Grenze bildet
der Wechsel von proximalem Tubulus zu Intermediärtubulus. Die Grenze zwischen in-
nerem und äußeren Mark wird schließlich durch den Übergang vom Intermediärtubulus
zum distalen Tubulus gekennzeichnet [80][99]. Die einzelnen Nephronabschnitte erfüllen
verschiedene Aufgaben und unterscheiden sich dementsprechend durch die Expression ty-
pischer Transporter [11]. Dies soll im Folgenden ausführlicher dargelegt werden.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines juxtamedullären Nephrons; Der Primär-
harn wird im Glomerulus (rot) gebildet, gelangt dann in den proximalen Tubulus (grün)
und über den Intermediärtubulus (rosa) in den distalen Tubulus (gelb), dieser mündet in
ein Sammelrohr (orange).

1.1.1 Proximaler Tubulus

Der proximale Tubulus ist für die Resorption von 60 % – 70 % des filtrierten Wassers sowie
Kochsalzes verantwortlich. Einen noch größeren Anteil übernimmt er bei der Resorption
von Bicarbonat, Glucose, Phosphat und Aminosäuren. Jedoch steht die Resorption von
Wasser und von osmotisch aktiven Substanzen aus dem Harn etwa im Gleichgewicht,
sodass es im Verlauf des proximalen Tubulus nur zu geringen Änderungen der Harnos-
molarität kommt. Die treibende Kraft ist hierbei für fast alle Resorptionsprozesse die
basolateral gelegene Na+/K+-ATPase. Diese baut durch den aktiven Transport von Na-
triumionen aus dem Zytosol in den Extrazellulärraum einen Natriumgradienten und zu-
gleich ein nach innen gerichtetes negatives Membranpotential auf. Dies ist die treibende
Kraft für viele Na+-abhängige sowie Na+-unabhängige Transportprozesse und spielt folg-
lich eine entscheidende Rolle für die Resorptions- und Sekretionsleistung des proximalen
Tubulus [25].

Als Markerprotein für den proximalen Tubulus ist Megalin etabliert. Dabei handelt es sich
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um ein Transmembranprotein, welches unter anderem an der Endozytose von Proteinen
und Medikamenten beteiligt ist [74].

Da Bicarbonat einen Großteil der im Blut vorhandenen Pufferbasen ausmacht, kommt der
Resorption von Bikarbonat eine große Bedeutung bei der Homöostase des Säure-Basen-
Haushaltes zu [9]. Jedoch macht die direkte Resorption von HCO3

– nur einen geringen
Anteil an der Gesamtbikarbonatresorption aus [30]. Quantitativ am bedeutsamsten ist der
Na+/H+-Antiporter, welcher im Austausch gegen Natriumionen H+ in das Tubuluslumen
sezerniert. Im Lumen reagieren HCO3

– und H+ katalysiert durch eine membranständige
Carboanhydrase zu H2CO3, welches anschließend zu CO2 und Wasser weiter reagiert. Das
CO2 diffundiert in die Zelle, wo der beschriebene Prozess in umgekehrter Richtung statt-
findet [103]. Das resorbierte HCO3

– wird basolateral über einen Na+-3 HCO3
– -Symporter

mithilfe des Membranpotentials gegen den chemischen Gradienten aus der Zelle transpor-
tiert [12]. Die Sekretion von H+ im proximalen Tubulus dient nicht allein der Resorption
von HCO3

– , sondern auch der Ausscheidung von überschüssigem H+. Eine wichtige Rolle
dabei spielen ebenso der Ammoniak- sowie der Phosphatpuffer im Urin [25].

Wie viele andere Stoffe wird auch Glukose Na+-abhängig im proximalen Tubulus resor-
biert. Dafür existieren zwei verschiedene Symporter, welche sich in ihrer Glukoseaffinität
unterscheiden. Der SGLT2 (sodium glucose cotransporter 2) ist im Bürstensaum des S1-
und S2-Segments lokalisiert und transportiert ein Natriumion pro Glukosemolekül. Er ist
für den Großteil der Glukoseresorption verantwortlich, kann aber keine hohen Gradienten
erzeugen. Dem gegenüber steht der SGLT1, welcher vor allem im S3-Segment exprimiert
wird. Durch den Symport von zwei Natriumionen pro Glukosemolekül besitzt er eine hö-
here Affinität zu Glukose und damit auch eine höhere Konzentrationsfähigkeit [53]. Durch
die Positionierung der Transporter in den verschiedenen Segmenten wird dadurch eine ef-
fektive Glukose-Aufnahme sichergestellt, bei der unter Normalbedingungen weniger als
1 % der filtrierten Glukose im Harn verbleibt [131].

Da insgesamt mehr prositive Ladungen als negative aus dem Tubuluslumen transportiert
werden, entsteht ein leicht negatives luminales Potential. Außerdem steigt durch die Re-
sorption von HCO3

– , während Wasser dem osmotischen Druck entsprechend transzellulär
über Aquaporine und parazellulär über die tight junctions aus dem Harn resorbiert wird,
die Cl– -Konzentration im Harn an [108]. Das elektrochemische Potential sowie das ent-
stehende Konzentrationsgefälle zwischen Harn- und Blut-Cl– -Konzentration fördern die
parazelluläre Diffusion von Chlorid aus dem Tubuluslumen ins Blut [25].

1.1.2 Intermediärtubulus

Die Intermediärtubuli sind sehr variabel ausgebildet. Während bei Nephronen mit langer
Henle-Schleife der deszendierende Ast des Intermediärtubuls bis in das innere Mark hinein
reicht und sich dann ein aszendierender Ast anschließt, welcher die Verbindung zum dis-
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talen Tubulus herstellt, geht bei kurzschleifigen Nephronen der deszendierende Ast nach
einem kurzen Zwischensegment direkt in den distalen Tubulus über [95]. Funktionell be-
stehen große Unterschiede zwischen den einzelnen Abschnitten des Intermediärtubulus.
Beispielshalber besitzen die in der inneren Medulla gelegenen Segmente der absteigen-
den Henle-Schleife eine geringere Permeabilität für Na+ als jene, die sich in der äußeren
Medulla befinden [62].

1.1.3 Distaler Tubulus

Direkt auf den Intermediärtubulus folgt der distale Tubulus. Dieser kann in eine Pars
recta und eine Pars convoluta unterteilt werden. Die Pars recta beginnt im Innenstreifen
der äußeren Medulla und steigt bis in die Rinde auf. Dort trifft sie auf den Gefäßpol des
zugehörigen Glomerulus, wo spezielle Epithelzellen die Macula densa bilden. In einem
variablen Abstand stromabwärts der Macula densa beginnt die Pars convoluta mit einem
abrupten Übergang von Natrium-Kalium-2Chlorid-Cotransporter 2 (NKCC2) exprimie-
rendem Epithel zu Zellen, welche einen Thiazid-sensitiven NaCl-Cotransporter (NCC)
exprimieren [89].

1.1.3.1 Pars recta

Die Pars recta resorbiert etwa 30 % des filtrierten NaCl, jedoch ohne Wasser aus dem Harn
zu resorbieren [3]. Ein dafür besonders wichtiger Transporter ist der NKCC2, welcher von
den Zellen des medullären und des kortikalen Abschnittes der Pars recta sowie der Macula
densa in großen Mengen exprimiert wird [16]. Deshalb eignet sich der NKCC2 als guter
Marker für die Pars recta des distalen Tubulus. Das resorbierte Na+ wird basolateral über
Na+/K+-ATPasen aus den Zellen transportiert. Dabei wird ein elektrochemischer Gra-
dient aufgebaut, der die Energie für die Aktivität des NKCC2 liefert [17]. Cl– verlässt
die Zellen über basolaterale K+-Cl– -Cotransporter [90] und Cl– -Kanäle [69]. Ein Teil des
resorbierten K+ rezirkuliert über apikale Kaliumkanäle, was für die Aktivität des NKCC2
wichtig ist, da die luminale K+-Konzentration limitierend wirkt [43]. Insgesamt werden
dadurch mehr negative als positive Ladungen aus dem Harn resorbiert. Auf diese Weise
resultiert ein Lumen-positives Potential. Da die tight junctions in der Pars recta zwar
wasserdicht, aber durchlässig für Na+, Ca2+ und Mg2+ sind, fördert das transepitheliale
Potential die Resorption von Na+, Ca2+ und Mg2+ [26].

Da NaCl resorbiert wird ohne dabei Wasser zu resorbieren, erhöht die Pars recta die Os-
molarität im Interstitium. Dies spielt eine wichtige Rolle für die Gegenstrommultiplikation
und die Wasserresorption in den Sammelrohren. Eine verringerte Funktion des NKCC2
resultiert daher in einer Hyponatriämie, einem Verlust der Urinkonzentrationsfähigkeit,
niedrigem Blutdruck und weiteren Symptomen, welche unter dem Bartter-Syndrom be-
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kannt sind [120].

Des Weiteren kann der NKCC2 anstelle eines Kaliumions auch ein Ammoniumion, auf-
grund des ähnlichen Ionenradius, resorbieren [5]. Basolateral verlässt NH4

+ die Zellen vor
allem über einen Na+/H+-Antiporter, welcher auch als Na+/NH4

+-Antiporter arbeiten
kann. Dadurch wird im Nierenmark NH4

+ angereichert, was der Ausscheidung von NH4
+

und damit der H+-Ausscheidung dient [13]. Die Pars recta bildet außerdem die Macula
densa aus, welche eine besondere Funktion für die renale Autoregulation übernimmt [21].

1.1.3.2 Pars convoluta

Im Gegensatz zur Pars recta findet die NaCl-Resorption im distalen Konvolut mithilfe des
Thiazid-sensitiven NCC statt. Des Weiteren ist die Pars convoluta an der Ca2+-Resorption
beteiligt. Hierfür wird unter anderem Calbindin exprimiert, dieses kann als Marker für
das distale Konvolut verwendet werden [123].

1.1.3.3 Verbindungstubulus

Der Verbindungstubulus verbindet den distalen Tubulus mit dem Sammelrohr. Gemein-
sam mit dem späten Segment des distalen Konvolutes und dem kortikalen Sammelrohr
bildet er das Aldosteron-sensitive distale Nephron [83].

1.1.4 Sammelrohr

Zwar findet der Großteil der Resorptionsprozesse in den proximaleren Abschnitten des
Nephrons statt, dennoch kommt dem Sammelrohr eine bedeutende Aufgabe für die finale
Zusammensetzung des Urins zu. Durch eine strenge hormonelle Kontrolle der Transport-
prozesse im Sammelrohr können Resorption und Sekretion entsprechend den aktuellen
Bedürfnissen angepasst werden [102]. Ein dafür wichtiger Mechanismus ist der Einbau von
Aquaporin 2 (AQP2) in die apikale Membran der Hauptzellen in Abhängigkeit von Va-
sopressin (ADH). Die basolaterale Membran der Hauptzellen ist mit Aquaporinen ausge-
stattet, sodass der Einbau von AQP2 in die apikale Membran zu einer Wasser-Resorption
entsprechend des osmotischen Druckes führt [94]. Dieser Mechanismus findet auch in den
Verbindungstubuli statt, weshalb sich AQP2 zur Darstellung der Sammelrohre und Ver-
bindungstubuli eignet [35].
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1.2 Nierenfibrose

Die Nierenfibrose ist eine typische Folge von chronisch-progressiven Nierenerkrankungen,
wie der diabetischen Nephropathie oder der IgA-Nephritis [18]. Sie kann aber auch infolge
von akuten Parenchymschäden nach einer tubulointerstitiellen Nephritis [64] oder nach to-
xischen Nierenschäden [127] auftreten. Im Allgemeinen wird die Nierenfibrose definiert als
exzessive, pathologische Vermehrung der extrazellulären Matrix, welche glomerulär, tubu-
lointerstitiell und perivaskulär auftreten kann. Hierbei besteht ein enger Zusammenhang
zwischen Inflammation und Fibrose, welcher sich auch im histologischen Bild nachvoll-
ziehen lässt. Des Weiteren kommt es häufig zu einer Atrophie betroffener Tubuli und zu
einer peritubulären Gefäßrarifizierung. Die Vermehrung der extramedullären Matrix so-
wie der Verlust von Kapillaren sind Faktoren, welche eine chronische Hypoxie im renalen
Interstitium begünstigen, wodurch bei fortgeschrittenem Schaden eine weitere Fibrose des
Gewebes begünstigt wird [78]. Das histologische Bild einer Nierenfibrose ist abhängig von
der Ursache der Fibrose und kann stark variieren [18].

1.3 Adenin-induzierte Nierenfibrose

Das Modell der Adenin-induzierten Nierenfibrose ist ein etabliertes Modell um Nierenfi-
brosen auslösen und analysieren zu können. Die Ergebnisse sind gut reproduzierbar und
das Modell ist einfach in der Anwendung. Das von von Yokowaza et al. entwickelte Mo-
dell der Adenin-induzierten Nierenfibrose [140] basiert auf dem Mechanismus, dass bei der
oralen Einnahme großer Mengen Adenin, Adenin zu Dihydroxyadenin (DHA) metaboli-
siert wird. Dieses ist schwer wasserlöslich, weshalb sich das DHA in Form von Kristallen
im luminalen Bereich des proximalen Tubulus ablagert [73]. Die Ablagerung der DHA-
Kristalle führt dabei zu einer Entzündungsreaktion mit Schwellung und Deformierung des
Nierengewebes. Neben einer tubulointerstitiellen Fibrose konnten vier Wochen nach Ade-
ningabe auch zystische Veränderungen des Nierengewebes beobachtet werden [107]. Jia
et al. beschrieben dilatierte sowie atrophische Tubuli, peritubuläre Leukozyten Infiltrate
(insbesondere neutrophile Granulozyten) und interstitielle sowie peritubuläre Ödeme als
Zeichen einer vor allem tubulointerstitiellen Schädigung. Außerdem wurden Kalzifizierun-
gen der tubulären Strukturen, Mikroabszesse im Nierengewebe und teilweise erweiterte
Bowman’sche Räume beobachtet [63].

Des Weiteren haben bereits mehrere Studien Veränderungen der Nierenfunktionsparame-
ter unter Adeningabe gezeigt. So konnte beispielsweise ein signifikanter Anstieg des Plas-
makreatininspiegels [45] sowie ein Abfall der Kreatininclearance [2] festgestellt werden.
Ähnlich zu Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen wurde auch ein sekundärer
Hyperparathyreoidismus und eine Hyperphosphatämie bei signifikant erhöhter Phosphat-
ausscheidung über den Urin festgestellt [136].
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1.3.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Diwan et al. beschrieben bei der Gabe von Adenin geschlechtsspezifische Unterschiede.
So trat bei weiblichen Ratten ein deutlich geringerer Anstieg des Kreatininspiegels sowie
Kaliumspiegels im Plasma im Vergleich zu männlichen Versuchstieren auf. Ebenso konn-
ten histologisch Unterschiede in der Ausprägung der Nierenatrophie, der Fibrose und der
Entzündung festgestellt werden. Sowohl bei männlichen als auch bei weiblichen Tieren
wurde ein Anstieg des Blutdrucks, eine kardiale Fibrose und eine ventrikuläre Steifheit
beobachtet [29]. Östrogen steht im Verdacht für die geschlechtsspezifischen Unterschiede
mit verantwortlich zu sein. So verursacht Östriol in physiologischen Konzentrationen eine
Ausschüttung von Stickstoffmonoxid (NO) [126], wodurch die glomeruläre Filtrationsrate
(GFR) und das Fortschreiten von Nierenschädigungen beeinflusst werden kann [28]. Da-
her muss bei der Auswertung von Versuchsergebnissen das Geschlecht der Versuchstiere
besonders berücksichtigt werden. Die folgende Arbeit konzentriert sich deshalb auf die
Ergebnisse der männlichen Versuchstiere.

1.3.2 Extrarenale Organveränderungen

In Untersuchungen zeigte sich, dass sich die Auswirkungen der Adeningabe nicht allein
auf die Niere beschränken. So konnte eine erhöhte Proliferationsrate in der Schilddrüse
nach dem Ki67-Index, bei gleichzeitiger Erhöhung der Parathormon (PTH)-Spiegel fest-
gestellt werden. Anzeichen einer Schilddrüsenhypertrophie wurden nicht geschildert. Des
Weiteren wurden Veränderungen des Knochenstoffwechsels beobachtet. Neben einer Zu-
nahme der trabekulären Knochenstrukturen wurde eine Verfettung des Knochenmarks
beobachtet. Verschiedene Biomarker des Knochenstoffwechsels (unter anderem eine Erhö-
hung des Prokollagen-Typ-I-N-terminalen Propeptids (PINP) und eine Verringerung von
carboxyterminalen Kollagen-Crosslinks (CTX)) wiesen auf eine erhöhte Knochenneubil-
dung, Störungen der Knochenmineralisierung und eine verringerte Knochenresorption hin
[107]. In Langzeitversuchen (Applikation einer 0,15 %-igen Adenin-Diät über 20 Wochen)
konnten kardiale Veränderungen, wie eine Verringerung der Ejektionsfraktion, Fibrosie-
rungen und eine Erhöhung des Verhältnisses von Herz- zu Körpergewicht, entsprechend
eines renokardialen Syndroms festgestellt werden [70]. Um Einflüsse auf die Experimente
durch Veränderungen in diesen Organen detektieren zu können, wurden in der vorliegen-
den Arbeit neben der Niere unter anderem auch das Herz und die Lunge untersucht.
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1.4 Renale Schädigungsmarker

Zum besseren Verständnis und zur besseren Diagnostik von Nierenschäden werden neue
Schädigungsmarker gesucht, welche sensibler und spezifischer als Kreatinin sein sollen.
Insbesondere Lipocalin-2 (LCN2)[22] und Kidney Injury Molecule-1 (KIM1)[116] werden
in dem Zusammenhang immer wieder im wissenschaftlichen Diskurs genannt und sollen
deshalb in dieser Arbeit näher untersucht werden.

1.4.1 Lipocalin-2

LCN2 auch bekannt als Neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL) ist ein 24 kDa
schweres Glykoprotein, welches von vielen Organen sezerniert wird. Es dient dabei der Ab-
wehr bakterieller Infektionen und wird bei vielen Erkrankungen, unter anderem auch bei
bestimmten Malignomen, vermehrt exprimiert. LCN2 besitzt eine hohe Affinität zu bak-
teriellen Siderophoren (Eisen-bindende Proteine), wodurch es den Bakterien den Zugang
zu Eisen verwehrt und damit einen bakteriostatischen Effekt ausübt [22].

1.4.1.1 Struktur des LCN2-Proteins

Das LCN2-Protein ist mit einer hydrophoben Bindungstasche ausgestattet, welche beson-
ders gut kleine hydrophobe Liganden bindet, weshalb eine Aufgabe im Transport kleiner
hydrophober Moleküle vermutet wurde [24]. Neuere Ergebnisse ergaben, dass die Bin-
dungstasche von LCN2 groß genug ist um auch Makromoleküle wie Proteine zu binden.
Dies liefert eine mögliche Antwort darauf, wie LCN2 beispielsweise mit Siderophoren in-
teragiert [41]. Außerdem interagiert das LCN2-Protein über einen Cystein-Rest mit der
Matrixmetalloproteinase 9 (MMP9), mit welcher es eine Disulfidbrücke ausbilden kann.
Dadurch schützt LCN2 die MMP9 vor der Degradation. Bei der MMP9 handelt es sich um
eine Gelatinase, welche von neutrophilen Granulozyten sezerniert wird und verschiedene
Bestandteile der extrazellulären Matrix sowie der Basalmembran abbaut [128].

1.4.1.2 LCN2-Expression in gesundem Gewebe

In adultem menschlichen Gewebe wird LCN2 als Bestandteil der Granula von neu-
trophilen Granulozyten synthetisiert [71]. Des Weiteren konnten verschiedene Forscher-
gruppen LCN2 in zahlreichen Organen nachweisen. Dabei wurden besonders hohe LCN2-
Konzentrationen in der Lunge, der Trachea, in Metamyelozyten-reichen Regionen des
Knochenmarks, im duktalen Epithel der Brust, in der Prostata und im Colon gefunden
[122][118][129].

Bei der Maus wird LCN2 in den Chondrozyten der Proliferationzone und der hyper-
trophen Zone der Wachstumsplatte sowie in den Chondrozyten des Gelenkknorpels ex-
primiert [98]. Zyklus-abhängig kann auch im Epithel und den Drüsen des Uterus LCN2
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nachgewiesen werden [52]. Weiterhin wurde LCN2-mRNA in der Leber, der Milz, den
Hoden sowie der Lunge gefunden. Auch in der Niere 10-Tage-alter Mäuse wurde LCN2
exprimiert, jedoch konnte keine Expression in den Nieren adulter Tiere festgestellt wer-
den. Insgesamt wurde ein kontinuierlicher Rückgang der Expression mit zunehmendem
Alter der Tiere beobachtet. Bei 75-Tage-alten Mäusen konnte keine LCN2-Expression
mehr nachgewiesen werden [37].

1.4.1.3 LCN2 beim akuten Nierenschaden

Eine akute Nierenschädigung (AKI) kann durch einen kardiogenen Schock [39], durch
Immunsuppressiva und andere nephrotoxische Substanzen [116] sowie tubulointerstitielle
Nephritiden [64] und viele weitere Ursachen ausgelöst werden. Die AKI ist assoziiert mit
erhöhter Morbidität und Mortalität sowie durch den Übergang in eine chronische Niere-
nerkrankung mit einem verschlechterten Langzeit-Outcome [8].

Nach ischämischen oder toxischen Nierenschäden wird LCN2 beim Menschen vermehrt
exprimiert. Ebenso konnte bei Mäusen und Ratten ein Anstieg der LCN2-mRNA- sowie
LCN2-Protein-Konzentration in Ischämie-Reperfusions-Versuchen an der Niere und bei
toxisch-induzierten Nierenschäden mittels Cisplatin festgestellt werden [84]. LCN2 wird
dabei apikal sowie basolateral vom Tubulusepithel sezerniert [113]. In der gesunden Niere
wird das LCN2-Protein vom Glomerulus filtriert und anschließend vom proximalen Tu-
bulus Megalin-abhängig resorbiert [56]. Durch eine Schädigung des proximalen Tubulus
nimmt die Resorptionsfähigkeit ab, sodass es zu einer Ausscheidung von LCN2-Protein
über den Urin kommt [50]. Bei der AKI scheint LCN2 eine renoprotektive Wirkung zu
entfalten [87].

Des Weiteren besteht ein Zusammenhang zwischen der LCN2-Konzentration im Urin und
dem Langzeit-Outcome bei hospitalisierten Patienten mit AKI [121]. Dabei stellte sich
heraus, dass LCN2 bereits bei einem geringen Abfall der GFR vermehrt exprimiert wird,
während klassische Marker wie der Kreatinin-Spiegel im Blut noch keine Veränderungen
aufwiesen, womit sich LCN2 als sensitiver Marker bei der AKI erwies [101]. Bei sub-
klinischer AKI, einer strukturellen Nierenschädigung ohne Anstieg des Serum-Kreatinin-
Spiegels, ist eine hohe LCN2-Konzentration mit einer höheren Mortalität vergesellschaftet
[86].

1.4.1.4 LCN2 bei chronischen Nierenerkrankungen

Charakteristisch für chronische Nierenerkrankungen (CKD) ist meist der Verlust funk-
tioneller Nephrone und eine progressive Zerstörung des Nierenparenchyms. Dies führt zu
einem kompensatorischen Wachstum der verbliebenen Nephrone [68]. In einigen Fällen
kann es dabei zu einem pathologischen Umbau kommen, was zu Nierenschädigungen und
langfristig zu einem terminalen Nierenversagen führen kann [51]. Der genaue Mechanis-
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mus für die Progression der CKD ist bisher nur ansatzweise verstanden.

Neuere Untersuchungen weisen auf einen möglichen Zusammenhang zwischen der Expres-
sion von LCN2 und dem Verlauf einer CKD hin. Viau et al. zeigten, dass LCN2 an der
Kontrolle des Wachstums von Nierentubuli sowie Nierenzysten beteiligt ist. Durch Inak-
tivierung des LCN2-Gens in Mäusen konnte eine verminderte Proliferation von Tubulus-
epithelzellen sowie eine stark verringerte Zystenbildung beobachtet werde. Dies lässt einen
Einfluss von LCN2 auf das Zellwachstum und die Zellteilung in der Niere vermuten [133].
Diese Vermutung unterstützen auch anderen Studienergebnisse. So konnte eine verbesser-
te Regeneration der Tubuli nach einem ischämischen Nierenschaden durch die Infusion
von LCN2 beobachtet werden [87]. Beim Menschen konnte eine Assoziation zwischen ho-
hen LCN2-Spiegeln im Serum und Urin mit einem stärkeren Zystenwachstum hergestellt
werden [10].

Des Weiteren wird LCN2 als Antwort auf tubulointerstitielle Schäden exprimiert, welche
sowohl beim akuten Nierenschaden als auch bei einer CKD auftreten [75]. In einer Studie
an Kindern mit CKD im 2.-4. Stadium konnte eine indirekte Proportionalität zwischen
den LCN2-Spiegeln im Plasma und der GFR nachgewiesen werden [85].

1.4.2 Kidney Injury Molecule-1

KIM1 auch bekannt als HAVCR1 (Hepatitis A virus cellular receptor 1) und TIM1 (T-
cell immunoglobulin mucin receptor 1) wurde erstmalig als zellulärer Hepatitis-A-Virus-
Rezeptor in den Nieren von Affen von Kaplan beschrieben [66]. Seit der Entdeckung traten
jedoch andere Funktionen des Proteins in den Vordergrund. Insbesondere die Bedeutung
beim akuten Nierenschaden rückte in den letzten Jahren in den Fokus der Forschung [116].

1.4.2.1 Struktur des KIM1-Proteins

Das KIM1-Gen kodiert ein Typ-1-Transmembranglykoprotein mit einem Molekularge-
wicht von 38,7 kDa [58]. Dieses besitzt ein N-terminales Signalpeptid, welches für den
Einbau in die Zellmembran verantwortlich zu sein scheint. Jedoch ergaben mehrere Stu-
dien, dass basal KIM1 überwiegend zytoplasmatisch vorliegt und erst nach spezifischer
Zellaktivierung vermehrt in die Zellmembran eingebaut wird [31][7].Die extrazelluläre Do-
mäne des Proteins kann mithilfe von Metalloproteasen von der Zelloberfläche abgespalten
werden. Das dabei freigesetzte lösliche KIM1-Protein ist höchstwahrscheinlich für den
Anstieg von KIM1 im Urin nach einem akuten Nierenschaden verantwortlich [47][58].
Weiterhin ist die extrazelluläre Domäne mit einer Bindungsstelle für Phosphatidylserin
ausgestattet, welches während der Apoptose auf der Zelloberfläche exponiert wird [111].
Dadurch können die KIM1-exprimierenden Zellen während eines akuten Schadens apopto-
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tische Zellen phagozytieren [27].

Das KIM1-Protein besitzt des Weiteren eine kurze intrazelluläre Domäne, welche im Ver-
dacht steht über Tyrosinkinasen an einer Signaltransduktion beteiligt zu sein [65]. Vom
intrazellulären Anteil existieren zwei Spleiß-Produkte KIM1a und KIM1b. KIM1a wird
überwiegend in der Leber und KIM1b hauptsächlich in der Niere exprimiert [93].

1.4.2.2 KIM1 in gesundem Gewebe

Die Expression von KIM1 zeichnet sich in gesundem menschlichen Gewebe durch eine
hohe Organspezifität aus [33]. Mit Abstand den größten KIM1-Proteingehalt besitzt die
Niere. Aktuelle Daten gehen von einer 10-mal höheren Konzentration als in der Mehrheit
der anderen Organe aus. Neben der Niere konnten geringe Mengen KIM1 in den Hoden
gefunden werden. In anderen Geweben war KIM1 kaum nachweisbar. Insgesamt gibt es
zwar viele Gewebe, die KIM1 exprimieren können, jedoch sind die Konzentrationen im
gesunden Organismus gering [67].

1.4.2.3 KIM1 beim akuten Nierenschaden

In verschiedenen AKI-Modellen konnte bei Ratten ein Anstieg der KIM1-Expression auf
der apikalen Zellmembran im Epithel des proximalen Tubulus infolge eines renalen Scha-
dens beobachtet werden [60]. Studien zeigten, dass die vermehrte Expression von KIM1
nicht nur als Marker für den akuten Nierenschaden eine Rolle spielt, sondern auch ein Zei-
chen der epithelialen Regeneration ist [58][143]. Dabei ist KIM1 direkt an Prozessen zum
Erhalt und der Regeneration der strukturellen und funktionellen Integrität des proximalen
Tubulus beteiligt [14]. Des Weiteren befähigt KIM1 die Epithelzellen zur Phagozytose von
Apoptosekörpern und Zelldetritus aus dem Tubuluslumen, wobei es die Expression pro-
inflammatorischer Cytokine unterdrückt und dadurch regulatorisch in inflammatorische
Prozesse eingreift [61][139]. KIM1 scheint auch durch die Förderung der Zellproliferati-
on und der Migration dedifferenzierter Zellen bei der Ausheilung tubulärer Schäden mit
Zellverlust mitzuwirken [146].

1.4.2.4 KIM1 bei chronischen Nierenerkrankungen

KIM1 wird nach toxischen oder ischämischen Schäden von den Zellen des proximalen Tu-
bulus exprimiert [54]. Außerdem erwies sich KIM1 in mehreren Studien als guter prädikti-
ver Marker für Nierenschäden [48][59]. Da es bei einer CKD häufig zu tubulointerstitiellen
Schäden kommt, könnte KIM1 auch als Marker für die CKD geeignet sein [75].

Eine Überexpression von KIM1 in Zellkulturen führte zu einer erhöhten Expression von
Chemokinen und Zytokinen, welche mit entzündlichen Reaktionen assoziiert sind [132][77].
Ebenso kann die Interaktion von KIM1 mit ansässigen Leukozyten zu einer vermehrten
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Immigration von neutrophilen Granulozyten in das geschädigte Gewebe führen. Wodurch
eine Intensivierung der lokalen Entzündung und des Zellschadens ausgelöst werden kann
[137]. Durch diesen Mechanismus kann KIM1 unter hypoxischen Bedingungen das Fort-
schreiten einer CKD beschleunigen und eine interstitielle Fibrose induzieren [55]. In neue-
ren Studien konnte kein genereller Zusammenhang zwischen der KIM1-Konzentration im
Urin und bestimmten Nierenfunktionsparametern hergestellt werden. Jedoch wurde eine
indirekte Proportionalität zwischen der KIM1-Konzentration im Urin und der GFR bei
Lupus-Nephritiden, IgA-Nephritiden und membranösen Nephritiden beobachtet [117]. Ei-
ne mögliche Ursache dafür könnte die Abhängigkeit der KIM1-Expression von einem tubu-
lären Schaden sein [15]. Des Weiteren konnte ein Anstieg der KIM1-Konzentration im Urin
bei Patienten mit diabetischer Nephropathie bereits bei einem geringen Albuminanstieg
im Urin beobachtet werden [112]. Ein eindeutiger Vorteil gegenüber den traditionellen La-
borparametern konnte hierbei nicht nachgewiesen werden [42], jedoch könnte ein Anstieg
des KIM1-Spiegels im Blut ein geeigneter Marker sein um frühzeitig das Fortschreiten
einer Nierenschädigung zu diagnostizieren [96].
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1.5 Ziel der Arbeit

Um abschließend aufzuklären, ob und gegebenenfalls welcher genaue Zusammenhang zwi-
schen den verschiedenen Formen der CKD und der KIM1-Expression besteht ist noch viel
Forschung notwendig. Ein geeignetes Tiermodell hierfür könnte das Adeninmodell sein. Da
jedoch bisher keine ausführlichen Untersuchungen zur KIM1-Expression im Adeninmodell
publiziert wurden, sollten mit dieser Arbeit grundlegende Fragen geklärt werden. Zuerst
sollte untersucht werden, welche Zellen in der Niere basal KIM1 exprimieren. Anschließend
sollte die KIM1-Expression nach der Induktion eines spezifischen Nierenschadens mithilfe
des Adeninmodells und nach einer darauffolgenden 3 Wochen andauernden Erholungszeit
untersucht werden, um Veränderungen der Expression analysieren zu können.

Des Weiteren war ein Ziel mögliche Zusammenhänge zwischen der KIM1-Expression und
der Nierenschädigung zu überprüfen. Hierfür sollten die Nierenfunktion sowie der KIM1-
Proteingehalt im Blut und im Plasma kontrolliert werden. Ebenso wurde eine histologische
Überprüfung von Zusammenhängen zwischen zellulärem Schaden und KIM1-Expression
angestrebt.

Vergleichend sollte die LCN2-Expression in der Niere untersucht werden. Hierbei wur-
de zuerst die Identifikation der basal-LCN2-exprimierenden Zellen angestrebt. Anschlie-
ßend sollten Nieren nach Adeningabe und nach einer dreiwöchigen Erholungsphase auf
die LCN2-Expression überprüft werden. Ebenso wie bei KIM1 sollte zur Kontrolle von
Zusammenhängen zwischen LCN2-Expression und Nierenschaden der Proteingehalt von
LCN2 im Blut und im Urin ermittelt werden.

Außerdem sollte sowohl für KIM1 als auch für LCN2 überprüft werden, ob basal, während
der Adeninfütterung oder nach der Erholungsphase eine extrarenale Expression stattfindet
und in welchem Umfang sich diese gegebenenfalls im Verlauf des Versuches ändert.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Geräte

Gerät Hersteller
Chemidoc™ Touch Imaging System Biorad, München
Eismaschine Ultra-Turrax T25, Janke und Kunkel, Stau-

fen
Filtersets:
Cy2-Filter
TRITC-Filter
Cy5-Filter
DAPI-Filter

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

Gelelektrophoresesystem Compact M. Biometra, Göttingen
Glättetisch HI 1220, Leica, Wetzlar

Heizblöcke
Thermomixer F1.5, Eppendorf, Hamburg
Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg
Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg

Homogenisator Ultra-Turrax T25, Janke und Kunkel, Stau-
fen

Inhalation Device UniVet Groppler, Deggendorf
Invitrogen™Qubit™3.0 Fluoro-
meter

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Isofluran Verdampfer Datex Ohmeda Isotec 5, Datex Ohmeda, Hel-
sinki, Finnland

Kamera AxioCam 305 color, Zeiss, Jena
AxioCam 506 mono, Zeiss, Jena

Mikroskop Axio Observer.Z1, Zeiss, Jena

Mikrotom Rotationsmikrotom RM2165, Leica, Wetzlar
Rotationsmikrotom RM2265, Leica, Wetzlar

Mikrowelle Sharp, Osaka, Japan
Osmomat 030 Gonotec, Berlin

PCR-Geräte Lightcycler LC480, Roche, Mannheim
Labcycler Basic, SensoQuest, Göttingen

Perfusionspumpe 323, Watson Marlow, Wilmington, UK
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Gerät Hersteller
pH-Meter Hanna Instruments, Vöhringen
Photometer NanoDrop 1000, Peqlab, Erlangen
Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000, Gil-

son, Middleton, USA
Pipettierhelfer accu-jet pro Brand, Wertheim
Präparierbesteck Fine Science Tools, Heidelberg
Reinwasseranlage Milli Q Plus PF, Merck Millipore, Darmstadt
RNAscope® Ofen HybEZ II Oven, Advanced Cell Diagnostics,

Hayward, USA
Silikonkautschuk Gießformen Roth, Karlsruhe
Taumelschüttler SU1100, Stölzle Medical, Wien

Waagen
Feinwaage ABT 120-5DM, Kern, Balingen-
Frommern
EMS, Kern, Balingen-Frommern

Wärmeschrank Memmert, Schwabach
Wasserbad Aqualine AL12, Lauda, Lauda-Königshofen
XP Flammphotometer BWB Technologies, Newbury, UK

Zentrifugen

Centrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg
Haematokrit 210, Hettich Zentrifugen, Tutt-
lingen
Z300, Hermle, Wehingen

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller
Adhäsionsobjektträger Epredia™
SuperFrost Plus™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Adhäsive qPCR Folie Sarstedt, Nümbrecht
Aspirator tube assemblies for cali-
brated microcapillary pipettes

Sigma-Aldrich, München

Auslaufpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Sarstedt, Nürnbrecht
Combitips advanced 0,1 ml, 0,2 ml,
5 ml

Eppendorf, Hamburg

Deckgläschen Roth, Karlsruhe
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Produkt Hersteller
Fettstift ImmEdgeTM Pen, Vector Laboratories, Bur-

lingame, USA
Filterpapier Schleicher und Schuell, Dassel
Gewebe-Einbettkassetten Roth, Karlsruhe

Glaswaren Roth, Karlsruhe
Schott, Mainz

Hämatokrit-Kapillaren

minicaps® end to end, Na-heparinisiert,
0,5 µl und 5 µl, Hirschmann Laborgeräte
GmbH und Co. KG, Eberstadt
HK 75 K, Kabe Labortechnik, Nürnbrecht-
Elsenroth

Hämatokrit-Kapillaren-
Versiegelungskit

Brand, Wertheim

Insulinspritzen U-100 Insulin
Micro-Fine™, Becton Dickinson, East
Rutherford
Omnican®, B. Braun, Melsungen

Kanülen
Fine-ject®, Henke Sass Wolf, Tuttlingen
Microlance™ 3, Becton Dickinson, East
Rutherford

Klingen für Mikrotom R35, Feather, Osaka, Japan
Latexhandschuhe Roth, Karlsruhe
LightCycler Multiwell 96 Roche, Mannheim
Objektträger, Super Frost® Plus Menzel, Braunschweig
Qubit™ assay tubes Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Reagiergefäße 0,2 ml, 0,5 ml, 1 ml,
1,5 ml, 2 ml

Sarstedt, Nümbrecht

Spitzen 10µl, 20µl, 100µl, 200µl, 1ml
mit Filter
ohne Filter

Nerbe, Winson
Sarstedt, Nümbrecht
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2.1.3 Chemikalien, Enzyme, Kits

Produkt Hersteller
Adenin-Futter (0,2 %) Altromin Spezialfutter Gmbh & Co.

KG, Lage
Chloroform Merck, Darmstadt
DAPI (4’, 6-Diamidin-2-phenylindol) Sigma-Aldrich, München
Eindeckmedium ProLong Gold Thermo Scientific, Waltham, USA
Eindeckmedium VectaMount Vector Laboratories, Burlingame,

USA
Essigsäure 100 % Merck, Darmstadt
Ethanol absolut p.A. Labochem® international, Heidel-

berg
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck, Darmstadt
First Strand Buffer, 5x Invitrogen, Karlsruhe
FITC-Sinistrin Fresenius Kabi, Bad Homburg
GeneRulerTM 100bp plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA
GeneRulerTM 1000bp plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA
Glycergel mounting medium (IF) Dako Cytomation, Glostrup, Däne-

mark
GoTaq® G2 DNA Polymerase, 5 U/µl Promega, Mannheim
GoTaq® Reaction Buffer Green Promega, Mannheim
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-pipera-
zinyl)-ethan-sulfonsäure

Sigma-Aldrich, München

Isofluran Baxter, Unterschleißheim
Isotonische NaCl-Lösung, 0,9 % steril B.Braun, Melsungen
LightCycler® 480 SYBR-Green-Master-PCR
Kit

Roche, Mannheim

Methanol p.A. Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

M-MLV Reversetranskriptase, 200 U/µl Invitrogen, Karlsruhe
Oligo(dT)15 Primer, 0,5 µg/µl Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA
Opal Fluorophore Reagent Packs (Opal 520,
Opal 570, Opal 690)

Akoya Biosciences, Marlborough,
USA

Paraffin Sarstedt, Nümbrecht
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Produkt Hersteller
PCR Nukleotid-Mix (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP, je 10 mM)

Promega, Mannheim

Pferdeserum Gibco, Life technologies, Grand Is-
land, USA

Propan-2-ol puriss. p.A. Honeywell, Morris Plains, USA
Quantikine® ELISA Mouse KIM-1 R&D Systems, Minneapolis, USA
Quantikine® ELISA Mouse Lipocalin-2 R&D Systems, Minneapolis, USA
RNAscope® H2O2 und Protease Plus Rea-
genzien

Advanced Cell Diagnostics, Hay-
ward, USA

RNAscope® Multiplex Fluorescent v2 Assay Advanced Cell Diagnostics, Hay-
ward, USA

RNAscope® Target Retrieval Reagents Advanced Cell Diagnostics, Hay-
ward, USA

RNAscope® Waschpuffer Advanced Cell Diagnostics, Hay-
ward, USA

Roti®-Safe GelStain Roth, Karlsruhe
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth, Karlsruhe
TRIsure®-Reagent Bioline, Luckenwalde
Xylol Merck, Darmstadt
Xylol (für RNAscope®) Honeywell, Morris Plains, USA

2.1.4 Puffer und Lösungen

Sofern nicht anders beschrieben, wurden alle Puffer und Lösungen mit purifiziertem Trink-
wasser (Milli-Q-Wasser) hergestellt.

FITC-Injektionslösung für GFR
NaCl-Lösung 1 % steril
FITC-Sinistrin 1 %

HEPES-Puffer für GFR, pH=7,4
HEPES 0,5 mM
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NBF-Lösung für die Perfusion (in-situ Hybri-
disierung), pH=7,0
Formalin (37-40 % stock solution) 10 %
NaH2PO4 33,3 mM
Na2HPO4 45,8 mM

Blockierlösung für Immunfluoreszenz
PBS-Otto
BSA (bovines Serum-Albumin) 0,9 %
Pferde-Serum 10 %

Paraformaldehyd-Lösung für die Perfusion
(Immunfluoreszenz), pH=7,4
Dulbecco’s PBS
Paraformaldehyd 3 %

PBS(Phosphate Buffered Saline)-Otto-Puffer,
pH=7,4
K2HPO4 x 3 H2O 10 mM
NaCl 140 mM
KH2PO4 2,5 mM

Stammlösung für Immunfluoreszenz
PBS-Otto
BSA (bovines Serumalbumin) 1 %

2.1.5 Primer

Sämtliche Primer wurden von Eurofins Genomics GmbH (Ebersberg) hergestellt gemäß
der von uns gewünschten Sequenzen. Die Primer wurden als lyophilisierte (gefriergetrock-
nete) Pulver verschickt und in aufbereitetem Trinkwasser (Milli Q-Wasser) aufgelöst zu
einer Endkonzentration von 100 pmol/µl.
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Primer für die quantitative Real-Time-PCR:

Gen Sequenz (5‘-3‘) Produktlänge in bp

GAPDH s CAC CAG GGC TGC CAT TTG CA
as GCT CCA CCC TTC AAG TGG

294

Kim1 s AAA CCA GAG ATT CCC ACA CG
as GTC GTG GGT CTT CCT GTA GC

74

LCN2 s GGA CCA GGG CTG TCG CTA CT
as GGT GGC CAC TTG CAC ATT GT

251

RPL32 s TTA AGC GAA ACT GGC GGA AAC
as GCT CCA CCC TTC AAG TGG

100

2.1.6 Antikörper

2.1.6.1 Primäre Antikörper

Antikörper Hersteller Verdünnung
Goat-anti-LCN2 R&D Systems, Minneapolis, USA 1:100
Rabbit-anti-Kollagen1 Abcam, Cambridge, UK 1:720

2.1.6.2 Sekundäre Antikörper

Antikörper Konjugation Hersteller Verdünnung
Donkey-anti-Goat Cy3 Dianova, Hamburg 1:400
Donkey-anti-Rabbit Cy5 Dianova, Hamburg 1:400
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2.1.7 Sonden für in-Situ Hybridisierung

Sämtliche Sonden wurden von Advanced Cell Diagnostics (Hayward, USA) für die RNA-
scope®-Methode hergestellt.

Sonde Bestellnummer
RNAscope® α-SMA-C2 319531-C2
RNAscope® AQP-2-C3 452411-C3
RNAscope® CD31 (Pecam1)-C2 316721-C2
RNAscope® Col1a1-C2 319371-C2
RNAscope® KIM1-C1 472551
RNAscope® LCN2-C1 313971
RNAscope® LCN2-C2 313971-C2
RNAscope® Megalin (Lrp2)-C2 425881-C2
RNAscope® NKCC2 (Slc12a1)-C1 476841
RNAscope® NKCC2 (Slc12a1)-C2 476841-C2

2.1.8 Software und Internetdienste

Diese Arbeit wurde mit LATEX Texmaker 5.0.3 geschrieben. Sämtliche Graphen wurden
mit GraphPad Prism 5 erstellt. Für die Fluoreszenzmikroskopie wurde als Software ZEN
blue von Zeiss verwendet. Die Bilder wurden mit ZEN blue und Adobe Photoshop CS5
bearbeitet. Zur Erstellung von schematischen Darstellungen wurde GIMP 2.10.30 verwen-
det. Für die Internetrecherche wurde PubMed genutzt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

2.2.1.1 Mauslinien und Haltungsbedingungen:

Alle Tierexperimente wurden gemäß der „National Institutes of Health guidelines for
the care and use of animals in research” durchgeführt. Auf optimale Haltungsbedingun-
gen wurde geachtet (Temperatur: (23 ± 2) °C, relative Luftfeuchtigkeit: (55 ± 5) %, Hell-
/Dunkelintervall von 12 h, Futter und Leitungswasser ad libitum).
Für die Arbeit wurden ausschließlich C57BL/6-Mäuse verwendet.
Diese werden im Folgenden als Wildtypen bezeichnet.

2.2.1.2 Kontrollbedingungen

Unter Kontrollbedingungen wurden die Mäuse mit Standard-Nagerfutter (0,6 % NaCl,
Ssniff, Soest) gefüttert. Die Kontrollbedingungen werden im Folgenden als basale Bedin-
gungen bezeichnet.

2.2.1.3 Adenin-induzierte Nierenfibrose

Zur Beurteilung der Aussagekraft ausgewählter Nierenschädigungsmarker bei akutem Nie-
renschaden wurde das Modell der Adenin-induzierten Nierenfibrose verwendet. Hierfür
wurden die Mäuse über 3 Wochen mit Adenin-haltigem Futter (0,2 %) gefüttert. An-
schließend erfolgte entweder direkt die Organentnahme oder die Mäuse wurden für eine
dreiwöchige Erholungsphase erneut mit Standardfutter gefüttert. Die Einteilung in die
Gruppe mit Erholungsphase oder die Gruppe mit direkter Organentnahme erfolgte zufäl-
lig.

2.2.1.4 Sammlung von Spontanurin

Zur Gewinnung von Spontanurin wurden die Mäuse in saubere Kunststoffbehälter gesetzt.
Wenn nach 30 min kein Urin gesammelt werden konnte, wurden die Tiere zurück in den
Käfig gesetzt und die Prozedur am Folgetag wiederholt. Die Urinsammlung erfolgte jeweils
an 3 aufeinanderfolgenden Tagen im Zeitraum des Versuchs. Die Proben wurden bis zur
Analyse bei −80 °C gelagert.

2.2.1.5 GFR-Messung

Um die GFR beim wachen Tier zu bestimmen, wurden die Mäuse mittels Isofluran-
Anästhesie (ca. 4 %) für 2 min narkotisiert. Im Anschluss wurde den Tieren eine fluo-
reszierende Lösung (1 %-ige FITC-Sinistrin-Lösung) in den retrobulbären Venenplexus
(3,74 µl/g KG) appliziert. Nun wurde zur Verfolgung der Elimination jeweils 3, 7, 10, 15,
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35, 55, und 75 Minuten nach Injektion eine Schwanzvenen-Punktion durchgeführt und je
ca. 5 µl Blut in Na+-heparinisierte Kapillaren überführt. Das Blut wurde anschließend bei
12 000 rpm für 7 min zentrifugiert. Je 0,5 µl des Plasmas wurden in je 200 µl HEPES-Puffer
verdünnt und die Fluoreszenz mit dem QubitT M 3.0 Fluorometer gemessen.
Zur Berechnung der GFR wurde das Zwei-Kompartiment-Modell genutzt.

2.2.1.6 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte über Punktion der Vena facialis. Hierbei wurden jeweils ca.
300 µl Blut entnommen und in Na-heparinisierte Kapillaren überführt, die auf einer Seite
mit einem Versiegelungskit verschlossen wurden. Diese wurde anschließend bei 12 000 rpm
5 min zentrifugiert und der Hämatokrit bestimmt. Anschließend wurde das Plasma mit
flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur Analyse bei −80 °C gelagert. Die Blutentnahme
erfolgte jeweils am Tag vor der GFR-Messung.

2.2.2 Retrograde arterielle Perfusion

Für die Fixierung des Gewebes wurde eine retrograde arterielle Perfusion durchgeführt.
Dafür wurde entweder eine 3 %-ige Paraformaldehyd-Lösung (Immunfluoreszenz) oder ei-
ne 10 %-ige NBF-Lösung (in-situ Hybridisierung mit RNAscope®) verwendet. Die Mäuse
wurden zuerst mit einer Mischung aus Ketamin (80 mg/kg KG) und Xylazin (16 mg/kg KG)
narkotisiert. Anschließend wurde der Bauchraum eröffnet und die Aorta abdominalis frei-
präpariert. Die linke Arteria renalis wurde ligiert, um eine Niere für spätere mRNA-
Analysen nutzen zu können. Dann wurde die Aorta distal der Abgänge der beiden Arte-
riae renales abgeklemmt und kaudal der Klemme eröffnet. Mithilfe eines Gefäßdilatators
wurde ein Perfusionskatheter in die Aorta eingeführt und mit einer Klemme fixiert. Nun
wurde die obere Klemme entfernt und die Vena cava inferior unterhalb des Katheters
zum Druckausgleich eröffnet. Danach erfolgte die Perfusion mit einem konstanten Fluss
von 13 ml/min zuerst mit 40 ml PBS und anschließend mit 40 ml der entsprechenden Per-
fusionslösung. Die abgebundene Niere wurde entnommen, in zwei Hälften geschnitten,
mit flüssigem Stickstoff schockgefroren und dann bei −80 °C gelagert. Die perfundierte
Niere wurde ebenso halbiert und dann entweder in der NBF-Lösung (für RNAscope®)
bei Raumtemperatur (RT) oder in 70 %-igem Methanol bei 4 °C (für Immunfluoreszenz)
24-36 h bis zur Einbettung in Paraffin gelagert.
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2.2.3 Einbettung in Paraffin

Das perfundierte Gewebe wurde in Einbettkassetten überführt und mit PBS gewaschen.
Dann erfolgte die Einbettung mithilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe:

Dauer, Temperatur In-situ Hybridisierung Immunfluoreszenz
2 x 30 min, RT 70 % Ethanol 70 % Methanol
2 x 30 min, RT 80 % Ethanol 80 % Methanol
2 x 30 min, RT 90 % Ethanol 90 % Methanol
2 x 30 min, RT 100 % Ethanol 100 % Methanol
2 x 30 min, RT 100 % Propan-2-ol 100 % Propan-2-ol
1 x 30 min, 45 °C 100 % Propan-2-ol 100 % Propan-2-ol
1 x 30 min, 60 °C 1:1 Propan-2-ol:Paraffin 1:1 Propan-2-ol:Paraffin
2 x 24 h, 60 °C Paraffin Paraffin

Die Gewebeproben wurden daraufhin in Silikon-Formen mit Paraffin überführt mit der
Schnittfläche nach unten. Das Paraffin wurde über Nacht bei RT ausgehärtet und die
Blöcke wurden nach dem Entfernen der Form bei RT gelagert.

2.2.4 Paraffinschnitte

Zum Anfertigen der Schnitte wurden die Paraffinblöcke zuerst mit einer Rasierklinge
zugeschnitten. Anschließend wurden mithilfe des Rotationsmikrotoms 5 µm dicke Schnitte
angefertigt und in ein Wasserbad (40 °C) überführt um das Gewebe zu entfalten. Nun
wurden die Schnitte auf Objektträger aufgetragen und über Nacht bei RT getrocknet.

2.2.5 Immunfluoreszenzfärbung

Die Immunfluoreszenzfärbung wurde zum Proteinnachweis im Gewebe verwendet. Dafür
wurde ein primärer Antikörper verwendet, der an spezifische Epitope des gesuchten Pro-
teins bindet. Anschließend wurde der primäre Antikörper mithilfe eines sekundären An-
tikörpers, der spezifisch mit dem primären reagiert, sichtbar gemacht. Zu diesem Zweck
wurden mit Fluorophoren konjugierte sekundäre Antikörper verwendet. Bevor die Fär-
bung beginnen konnte, wurden die Schnitte entparaffiniert und anschließend rehydriert.
Hierfür wurde folgende absteigende Alkoholreihe verwendet:

30



Dauer Lösung
10 min 100 % Xylol
10 min 100 % Xylol
5 min 100 % Propan-2-ol
5 min 100 % Propan-2-ol
5 min 96 % Propan-2-ol
5 min 80 % Propan-2-ol
5 min 70 % Propan-2-ol

Nun wurden die Objektträger kurz in H2O geschwenkt und dann 40 min in einer Tris/EDTA-
Lösung bei 100 °C gekocht. Nachdem die Objektträger 30 min in der Tris/EDTA-Lösung
zum Abkühlen auf RT auf dem Arbeitsplatz standen, wurden die Objektträger 3-mal in
PBS-Otto-Puffer für je 5 min gewaschen. Die Schnitte wurden mit einem Fettstift um-
randet. Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurde auf die Schnitte nun die
Blockierlösung gegeben (10 % Pferde-Serum und 0,9 % BSA in PBS-Otto-Puffer) und die
Schnitte wurden für 20 min bei RT auf einen Schüttler (50 rpm) blockiert. Danach wur-
den die primären Antikörper in der Blockierlösung verdünnt und auf die Schnitte gegeben.
Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C in einer feuchten geschlossenen Kammer. Am
nächsten Tag wurden die Schnitte in der Stammlösung (1 % BSA in PBS-Otto-Puffer)
3-mal für je 5 min gewaschen. Anschließend wurden die sekundären Antikörper, welche in
der Stammlösung verdünnt wurden, auf die Schnitte gegeben. Die Schnitte wurden 90 min
im Dunkeln inkubiert. Danach erfolgten 3 Waschungen in PBS-Otto-Puffer für je 5 min.
Die Schnitte wurden für 30 s mit DAPI inkubiert. Zum Schluss wurden die Objektträger
kurz in PBS-Otto-Puffer gewaschen, dann auf einem Papiertuch trocken geklopft und mit
dem Einbettmedium eingedeckelt.

Die Schnitte wurden bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt. Die Verdünnung der Antikörper
erfolgte nach den Angaben bei den Materialien.

2.2.6 In-situ Hybridisierung

Die in-situ Hybridisierung wurde mit dem RNAscope® Multiplex Fluorescent v2 Assay
von ACDBio durchgeführt. Es wurde das Standardprotokoll des Herstellers verwendet
[134]. Die Methode wurde verwendet um die Expression der mRNA in den Organen zu
lokalisieren. Positiv- und Negativkontrollen wurden routinemäßig in den Versuchen ein-
geschlossen.

2.2.7 ELISA

Die LCN2- und KIM1-Konzentrationen in Urin und Plasma wurden mit Sandwich-ELISAs
bestimmt. Hierbei wird das gesuchte Protein durch einen oberflächen-befestigten spezifi-
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schen Antikörper gebunden. Nach mehrfachem Waschen wird dann ein Enzym-gekoppelter
Antikörper hinzugegeben, der an das gebundene Protein bindet. Nach erneutem mehrfa-
chem Waschen wird eine Substratlösung hinzugefügt, wodurch es zu einer enzymatischen
Reaktion kommt, bei der ein farbiges Produkt entsteht. Nach Zugabe einer Stoplösung
kann dann anhand der Farbintensität die Konzentration des gesuchten Proteins ermittelt
werden. Es wurde der mouse KIM-1 Quantikine ELISA (R&D Systems, catalog MKM100)
sowie der mouse LCN-2 Quantikine ELISA (R&D Systems, catalog MLCN20) verwendet.
Es wurde das jeweilige Standardprotokoll des Herstellers angewendet.

2.2.8 Osmolaritätsmessung

Die Urinosmolarität wurde über die Gefrierpunktserniedrigung der Lösung bestimmt.
Hierfür wurden 5 µl Urin in 45 µl Millipore-Wasser verdünnt und dann mit dem Osmomat
030 vermessen. Der Verdünnungsfaktor wurde anschließend herausgerechnet.

2.2.9 Natrium- und Kaliummessung

Die Natrium- und Kaliumkonzentrationen im Urin wurden mittels Flammphotometrie
bestimmt. Dafür wurde vor der Messung das Flammphotometer mit einer Standardreihe
kalibriert (5 Messpunkte, lineare Verdünnung). Anschließend wurden die verdünnten Pro-
ben (10 µl Urin in 10 ml Millipore-Wasser) je als Duplikat vermessen.

2.2.10 Quantifizierung der mRNA-Expression in verschiedenen Organen

2.2.10.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte nach der Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform-Methode
[23]. Hierfür wurden die gefrorenen Organe bzw. Nierenhälften in 1 ml TRIsure® homo-
genisiert und anschließend in flüssigem Stickstoff schockgefrostet. Danach wurde die Lö-
sung auf RT gebracht und es wurde je 200 µl Chloroform hinzugegeben. Nun erfolgte ein
Zentrifugationsschritt (30 min bei 4 °C und 13 000 rpm). Vom entstandenen drei-phasigen
Gemisch wurde jeweils 500 µl aus der wässrigen Phase entnommen und mit 500 µl Isopro-
panol (100 %) vermischt. Danach wurden die Proben 10 min zum Fällen der RNA stehen
gelassen und dann erneut zentrifugiert (30 min bei 4 °C und 13 000 rpm). Der Überstand
wurde abgesaugt und das verbleibende Pellet in 1 ml Ethanol (75 %) gewaschen. Nach
15 min Zentrifugation (4 °C, 12 000 rpm) wurde der Überstand abgesaugt und das Pellet
bei RT getrocknet. Anschließend wurde das Pellet in je 200 µl Millipore-Wasser resuspen-
siert und bis zur weiteren Verwendung bei −80 °C gelagert.
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2.2.10.2 Reverse Transkription

Der RNA-Gehalt der Proben wurde mit dem Nanodrop Photometer bestimmt. Die Mes-
sung wurde bei 260 nm und 280 nm durchgeführt und anschließend das Verhältnis er-
mittelt. Es wurden ausschließlich Proben mit einem Wert über 1,8 weiterverwendet. Für
die Synthese der cDNA wurde eine Lösung aus 1 µg RNA, 1 µl Oligo dT15-Primer und
Millipore-Wasser (ad 10 µl) hergestellt und zum Binden der Primer für 5 min bei 65 °C in
einen Cycler gestellt. Nun wurden die Proben abzentrifugiert, auf Eis gestellt und 10 µl
eines Mastermixes (4 µl 5x First Strand Puffer, 1 µl dNTP-Mix (10 mM), 1 µl Reverse
Transkriptase und 4 µl Millipore-H2O) hinzugefügt. Danach wurden die Proben 1 h bei
37 °C inkubiert und die reverse Transkriptase durch anschließendes Erhitzen auf 95 °C für
2 min inaktiviert. Die Proben wurden mit 35 µl Millipore-Wasser verdünnt und anschlie-
ßend bei −20 °C gelagert.

2.2.10.3 Quantitative Realtime PCR

Für die Quantitative Realtime PCR wurde der LightCycler® 480 SYBR Green I Master Kit
verwendet. Es wurde zu 1 µl der jeweiligen Probe 9 µl eines Ansatzes aus 5 µl LightCycler®

480 SYBR Green I Master, 0,5 µl sense-Primer (10 pmol), 0,5 µl antisense-Primer (10 pmol)
und 3,3 µl Millipore-Wasser gegeben und für 2 min bei 2500 rpm zentrifugiert. Zur Aktivie-
rung wurden die Proben 10 min auf 95 °C erhitzt. Dann wurden 50 Amplifikationszyklen
(bestehend aus 15 s Denaturierung bei 95 °C, 20 s Annealing bei 62 °C und 20 s Elongati-
on bei 72 °C) durchgeführt. Zum Schluss wurden die Proben langsam von 60 °C auf 95 °C
erhitzt und eine Schmelzkurve erstellt, um die Reinheit des amplifizierten Produktes zu
überprüfen.

2.2.11 Mikroskopische Aufnahmen

Sämtliche mirkoskopische Aufnahmen wurden mit Hilfe des Axio Observer.Z1 Mikroskops,
ausgestattet mit motorisierter Objektauflage und Schwarz-Weiß-CCD-Kamera (AxioCam
506 mono), durchgeführt. Es wurde die ZEN blue (2012) Software von Zeiss verwendet.
Die Fluorophore wurden unter Nutzung von entsprechenden Filtern mit Licht der jeweils
optimalen Wellenlänge angeregt und das entstandene Emissionslicht aufgenommen. Die
verschiedenen Kanäle wurden getrennt voneinander aufgenommen und anschließend zu-
sammengeführt.

Fluorophor Anregung in nm Emission in nm
Cy2 450-490 500-550
Cy5 625-655 665-715
DAPI 335-383 420-470
TRITC 533-558 570-640
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2.2.12 Statistische Auswertung

Die ermittelten Messwerte wurden jeweils als Mittelwert mit Standardfehler des Mittel-
werts (SEM) dargestellt, sofern es nicht anders angegeben wird. Unter Verwendung des
Student‘s t-Test wurde auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen getestet.
Werte mit p≤0,05 wurden als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von LCN2 unter basalen Bedingungen

3.1.1 LCN2-Expression in verschiedenen Organen

Da bereits verschiedene Expressionsorte für LCN2 neben der Niere beschrieben wurden
[135][144][145], wurde zunächst die mRNA-Expression mittels qPCR in diversen Organen
von Mäusen beider Geschlechter untersucht. Ein Unterschied in der Expression zwischen
männlichen und weiblichen Tieren konnte nicht festgestellt werden. Es fiel auf, dass LCN2
unter basalen Bedingungen vor allem in der Lunge und der Leber exprimiert wird. In der
Niere hingegen konnte kaum eine Expression nachgewiesen werden. Die mittlere mRNA-
Abundanz in der Niere war dabei fast 14-mal kleiner als in der Lunge. In den anderen
Organen lag die mRNA-Expression basal nahe dem Detektionsminimum (Abbildung 3.1).

Abbildung 3.1: LCN2-mRNA-Abundanz in Niere, Nebenniere (NN), Leber, Gehirn, Lunge
und Herz unter basalen Bedingungen; dargestellt mit Mittelwert und SEM; * = signifi-
kanter Unterschied zur Abundanz in der Niere (p≤0,01); n≥5.
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3.1.2 Renale LCN2-Expression

Hinsichtlich der renalen LCN2-Expression lieferte die RNA-Visualisierung mit Hilfe der
RNAscope®-Methode einen sehr ähnlichen Befund. Da in Übersichtsschnitten ganzer Nie-
ren basal die Signale nur schwer detektiert werden konnte, wurden hier Detailansichten
gewählt. In diesen konnte dargestellt werden, dass LCN2 basal vor allem in den Aquaporin-
2-positiven Epithelzellen der Sammelrohre exprimiert wurde (Abbildung 3.2, B). Jedoch
konnte auch in einigen NKCC2-positiven Epithelzellen des distalen Tubulus eine LCN2-
Expression nachgewiesen werden (Abbildung 3.2, A). Insgesamt kann gesagt werden, dass
unter Kontrollbedingungen LCN2 in der Niere überwiegend in der Papille und dem In-
nenstreifen des äußeren Marks exprimiert wurde.
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Abbildung 3.2: Kolokalisierung von LCN2 (rot) mit NKCC2 (A, grün) und AQP2 (B,
grün) dargestellt mittels in-situ-Hybridisierung; im Innenstreifen der äußeren Medulla
(A) liegt LCN2 nur im geringen Umfang kolokalisiert mit NKCC2 vor, teilweise konnten
jedoch Tubuli mit Koexpression gefunden werden (Pfeile); eine vergleichsweise starke Ex-
pression von LCN2 zeigte sich in den AQP2-positiven Sammelrohren (Pfeile) der Papille
und den papillennahen Bereichen der äußeren Medulla (B); Zellkerne wurden mit DAPI
gegengefärbt (blau); Referenzbalken = 50 µm.
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3.2 Expression von KIM1 unter basalen Bedingungen

3.2.1 KIM1-Expression in verschiedenen Organen

Unter basalen Bedingungen wurde KIM1 beinahe ausschließlich in der Niere exprimiert.
In allen anderen untersuchten Mausorganen war nahezu keine KIM1-mRNA detektier-
bar. Es fällt jedoch auf, dass die KIM1-Expression in der Niere starken interindividuellen
Schwankungen unterworfen war. Ein Zusammenhang mit dem Geschlecht der Tiere be-
stand nicht (Abbildung 3.3).

Abbildung 3.3: KIM1-mRNA-Abundanz in Niere, Nebenniere, Leber, Gehirn, Lunge und
Herz unter basalen Bedingungen; dargestellt mit Mittelwert und SEM; * = signifikanter
Unterschied der KIM1-Abundanz im Vergleich zu den anderen untersuchten Organen
(p≤0,05); n≥5.

3.2.2 Renale KIM1-Expression

Weiterhin wurde mit Hilfe der RNAscope®-Methode die genaue Lokalisation der basalen
mRNA-Expression in der Niere untersucht. Da in Übersichten der gesamten Niere die
Signale nicht sichtbar wären, wurden Teilübersichten gewählt. In diesen konnte gezeigt
werden, dass KIM1 vor allem in der äußeren Medulla exprimiert wurde. Durch Ko-in-situ
Hybridisierung wurde deutlich, dass es sich hierbei um Megalin-positive Tubuluszellen,
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genauer gesagt das S3-Segment des proximalen Tubulus, handelte. Hingegen konnte eine
Koexpression mit NKCC2 nicht nachgewiesen werden. Im Kortex und in der Papille war
keine KIM1-mRNA detektierbar (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Kolokalisierung von KIM1 (rot) mit Megalin (A, grün) und NKCC2 (B,
grün) dargestellt mittels in-situ-Hybridisierung; KIM1-mRNA lag im äußeren Mark (A)
mit Megalin kolokalisiert vor (Pfeile), in der Rinde war KIM1 nur spurenhaft nachweisbar,
die gepunktete Linie markiert die Rinden-Mark-Grenze; eine Koexpression von KIM1 mit
NKCC2 konnte nicht nachgewiesen werden (B), die gepunktete Linie kennzeichnet hier
die Grenze zwischen Innen- und Außenstreifen der äußeren Medulla; Zellkerne wurden mit
DAPI gegengefärbt (blau); Referenzbalken = 100 µm.
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3.3 Adenin-induzierte Nierenfibrose

Als Modell für die Induktion eines chronischen Nierenschadens wurde die Adenin-induzierte
Nierenfibrose gewählt. Dazu wurden männliche Mäuse in einem Alter von 91 Tagen für drei
Wochen mit adeninhaltigem Futter gefüttert. Bei einem Teil der Mäuse wurde anschlie-
ßend eine 3-wöchige Erholungsphase angeschlossen, um beobachten zu können, welche
Veränderungen nach Entfernen des schädigenden Stimulus auftreten. Es wurde vor dem
Beginn der Adeninfütterung die GFR gemessen und im Verlauf des Experiments erfolgte
wöchentlich eine GFR-Messung. Um die Ergebnisse der GFR zwischen den einzelnen Mes-
sungen vergleichen zu können, wurde die GFR auf 100 g Körpergewicht (KG) normiert.
Die mittlere GFR betrug basal 1200 µl/min ∗ 100 gKG. Im Verlauf konnte ein starker Abfall
der GFR innerhalb der 3 Wochen unter Adeningabe beobachtet werden. Die stärkste Sen-
kung der GFR erfolgte hierbei innerhalb der ersten Woche mit einem mittleren Abfall der
GFR um 700 µl/min ∗ 100 gKG. In den beiden folgenden Wochen wurde die Abnahme kleiner.
So fiel die mittlere GFR in der zweiten Woche um 160 und in der dritten Woche nur noch
um 77 µl/min ∗ 100 gKG. In der 3. Woche errreichte die GFR ihr Minimum mit durchschnitt-
lich 266 µl/min ∗ 100 gKG.

In der ersten Erholungswoche stieg im Vergleich zur Vorwoche die mittlere GFR um etwa
270 µl/min ∗ 100 gKG an, in der 2. um ca. 94 und in der dritten um ungefähr 42 µl/min ∗ 100 gKG.
Die GFR lag am Ende des Versuches mit durchschnittlich 673 µl/min ∗ 100 gKG etwa 45 %
niedriger als die basale GFR (Abbildung 3.5, oben links).

Bei der Untersuchung der Urinosmolarität fiel auf, dass die Osmolarität von einem mitt-
leren basalen Wert von ca. 1700 mOsmol/l bereits in der ersten Woche auf eine mittleren
Wert von 640 mOsmol/l abfiel und sich in den folgenden 2 Wochen die Osmolarität nur noch
geringfügig änderte. Auch in den anschließenden 3 Wochen der Erholung war keine signi-
fikante Änderung der Osmolarität mehr zu beobachten (Abbildung 3.5, oben rechts).

Die Kalium- und Natriumkonzentrationen im Urin spiegeln den Verlauf der Urinosmolari-
tät wieder. Auch die mittlere Kaliumkonzentration fällt in der ersten Versuchswoche stark
ab. So beläuft sich die mittlere Kaliumkonzentration nach einer Woche Adeninfütterung
auf ca. 40 % des Ausgangswertes (zum Vergleich: bei der Osmolarität konnte in der ersten
Woche ein Abfall auf ca. 38 % des Ausgangswertes beobachtet werden). In den folgenden
Wochen blieb die Kaliumkonzentration relativ stabil. Die Mittelwerte bleiben dabei in
einem Bereich zwischen 95 und 120 mMol/l. Auch die Natriumkonzentration erfuhr in der
ersten Woche den stärksten Abfall und blieb dann auf einem niedrigen Niveau bis zum
Ende der Untersuchung (Abbildung 3.5, mitte links und rechts).

Bei der Messung des KGs konnte während der Zufütterung von Adenin im Mittel ein
wöchentlicher Gewichtsverlust von 1,1 g je Woche beobachtet werden. So fiel das mittlere
Gewicht von basal 26,9 g auf 23,6 g in der 3. Woche des Versuches. In der ersten Erho-
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lungswoche efolgte eine schnelle Gewichtszunahme, diese betrug durchschnittlich 4 g, was
einer Zunahme um 17 % entspricht. Danach nahm das Gewicht um durchschnittlich 0,5-
1 g pro Woche zu. Das Endgewicht lag im Mittel bei 29 g (3.5, unten links).

Der mittlere Hämatokrit lag basal etwa bei einem Wert von 51,5 %. In der ersten Versuchs-
woche konnte keine signifikante Veränderung nachgewiesen werden. Erst in der 2. Woche
kam es zu einem Abfall auf etwa 46,6 %. Auch in den beiden folgenden Wochen gab es eine
ähnliche Senkung, welche zwischen 3 und 4 % lag. In der fünften und der sechsten Ver-
suchswoche konnte keine signifikante Veränderung des Hämatokrits mehr nachgewiesen
werden. Die Änderung des Hämatokrits trat also etwa eine Woche zur Adeninfütterung
verzögert auf. Der mittlere Hämatokrit lag am Ende der Messung bei circa 39 % (3.5,
unten rechts).
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Abbildung 3.5: Darstellung von GFR, Urinosmolarität, Kalium- und Natriumkonzentra-
tion im Urin, KG und Hämatokrit im Verlauf; nach 3 Wochen Adeningabe folgten 3
Wochen Erholung (4., 5. und 6. Woche); dargestellt mit Mittelwert und SEM; x = signifi-
kanter Unterschied zwischen den Messungen nach 3 Wochen Adenin und 3 Wochen Ade-
nin + 3 Wochen (p≤0,01), * = signifikanter Unterschied zur basalen Messung (p≤0,01);
nbis einschließlich 3. Woche=11, n4. bis 6. Woche=5.
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3.3.1 Auswirkungen der Adeninfütterung auf die renale LCN2-Expression

Während basal nahezu keine LCN2-mRNA in der Niere nachweisbar war, konnte nach 3
Wochen Adenin ein signifikanter Anstieg der LCN2-Expression auf das 195-fache detek-
tiert werden. Nach der 3-wöchigen Erholungsphase war die LCN2-Expression um mehr
als 90 % zurückgegangen. Zwischen der basalen Messung und der Messung nach 3 Wochen
Erholung lag kein signifikanter Unterschied vor (Abbildung 3.6).

Abbildung 3.6: LCN2-mRNA im Verhältnis zur GAPDH-mRNA in der Niere basal, nach
3 Wochen Adenin und nach 3 Wochen Adenin + 3 Wochen Erholung (3 Wo. A. + 3 Wo.);
dargestellt mit Mittelwert und SEM; * = nach 3 Wochen Adenin war die LCN2-mRNA
in der Niere im Vergleich zur basalen Messung sowie zu der Messung nach 3 Wo. A. + 3
Wo. signifikant erhöht (p≤0,01); nbasal=8, n3 Wochen=5, n3+3 Wochen=5.

Diese Beobachtung konnte auch beim Nachweis der mRNA mittels in-situ-Hybridisierung
bestätigt werden. Während basal nur eine geringe Menge an LCN2-mRNA nachweisbar
war (Abbildung 3.7, links oben), konnte nach drei Wochen Adenin ein starkes Signal ge-
funden werden. Auffällig war jedoch die ungleiche Verteilung der Expression im Nierenge-
webe. Es wechselten sich Streifen mit starker und Streifen mit geringer LCN2-Expression
ab. LCN2 wurde nach drei Wochen Adeningabe von der Rinde bis hin zur Nierenpapille
exprimiert (Abbildung 3.7, Mitte oben). Nach einer dreiwöchigen Erholung verschwand
das Signal größtenteils. Es blieben jedoch einige Segmente in der Niere bestehen, in denen
LCN2 weiterhin exprimiert wurde. Diese Segmente wurden vor allem im Bereich der Rinde
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und der Papille nachgewiesen. Die Niere wies nach drei Wochen Erholung morphologische
Auffälligkeiten wie Einziehungen der Oberfläche und destruierte Tubuli im Schnittbild auf
(Abbildung 3.7, rechts oben).

Es wurde eine Kohybridisierung mit Kollagen 1 als Fibrosemarker durchgeführt. Basal
waren geringe Mengen an Kollagen-1-mRNA in der Niere nachweisbar. Kollagen 1 wur-
de vor allem im Umfeld großer Gefäße exprimiert (Abbildung 3.7, mittlere Reihe links).
Nach drei Wochen Adenin stieg die Kollagen-1-Expression stark an. Dabei entsprachen
die Kollagen-1-exprimierenden Areale den Bereichen, in denen nach drei Wochen Adenin
LCN2 vermehrt exprimiert wurde (Abbildung 3.7, mittlere Reihe Mitte und Mitte unten).
Ebenso wie die LCN2-Expression nahm auch die Kollagen-1-Expression nach dreiwöchi-
ger Adeningabe und drei Wochen Erholung stark ab. Jedoch wurde Kollagen vor allem in
der Rinde und in geringen Mengen im äußeren Mark exprimiert. Die betroffenen Bereiche
in der Rinde und dem äußeren Mark deckten sich mit den LCN2-exprimierenden Area-
len. Dagegen konnte in der Papille nach drei Wochen Adenin und drei Wochen Erholung
kaum noch Kollagen-1-mRNA nachgewiesen werden, während die LCN2-Expression in
der Papille erhöht blieb (Abbildung 3.7, mittlere Reihe rechts und rechts unten).
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Abbildung 3.7: LCN2- (rot) und Kollagen-1-Expression (grün) basal (links), nach 3 Wo-
chen Adenin (mittlere Spalte) und nach 3 Wochen Adenin + 3 Wochen Erholung (rechts)
dargestellt mittels in-situ-Hybridisierung; es fiel eine starke LCN2- (oben) sowie Kollagen-
1-Expression (mittlere Zeile) nach 3 Wochen auf mit anschließendem Rückgang der Ex-
pression; LCN2 und Kollagen 1 wurden nach 3 Wochen Adenin überwiegend in den glei-
chen Arealen exprimiert, nach der Erholung blieb die LCN2- im Gegensatz zur Kollagen-
1-Expression in der Papille erhöht, beide Marker wurden weiterhin im Kortex exprimiert
(unten); Zellkerne wurden mit DAPI gegengefärbt (blau); Referenzbalken = 500 µm.
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Um mehr Informationen darüber zu erhalten, inwiefern die LCN2-Expression im Zusam-
menhang mit dem Fortschreiten der Nierenschädigung steht, wurde die GFR im Verlauf
ermittelt und mit den Ergebnissen der Proteinmessung in Urin und Plasma derselben
Maus verglichen. Zur besseren Darstellung vom Verhältnis der Schädigung und des An-
stiegs der Expression, wurden 2 männliche Tiere ausgewählt, welche sehr unterschiedlich
stark auf die Adeningabe reagierten. Beispielhaft wurde der GFR-Verlauf eines Tieres
(Maus 1) mit starker Reaktion auf die Zugabe von Adenin dargestellt. Ausgehend von ei-
ner mittleren basalen GFR von 1142 µl/min ∗ 100gKG sank die GFR nach 3 Wochen Adenin-
fütterung auf einen Wert von 196 µl/min ∗ 100gKG. Nach den 3 Wochen Erholung betrug die
GFR 513 µl/min ∗ 100gKG. Dem wurde ein Tier (Maus 2) gegenübergestellt, welches nur einen
geringfügigen Schaden durch das Adeninfutter erfuhr. Dieses startete mit einer ähnlichen
GFR wie Maus 1 (1223 µl/min ∗ 100gKG), die GFR fiel jedoch deutlich weniger stark ab und
erreichte ein Minimum von 514 µl/min ∗ 100gKG nach 3 Wochen Adenin. Danach erholte sich
die Nierenfunktion weitestgehend und erreichte mit 1110 µl/min ∗ 100gKG einen Wert nahe
dem Ausgangswert.

Die Bestimmung der LCN2-Proteinkonzentration ergab unter basalen Bedingungen im
Mittel 250 ng/ml im Plasma und 26,7 ng/ml im Urin. Bei Maus 1 stieg die Plasma-LCN2-
Konzentration in den ersten beiden Wochen deutlich an und erreichte in der 2. Woche des
Experiments mit 2620 ng/ml das 100-fache des basalen Wertes. Parallel dazu erreichte die
GFR in derselben Woche ihr Minimum. Trotz weiterer Adeningabe konnte bei diesem Tier
kein weiterer Anstieg der LCN2-Konzentration im Plasma detektiert werden. Im Gegenteil
war sogar eine Abnahme auf 1700 ng/ml in der dritten Versuchswoche zu beobachten. Bei
der GFR-Messung war keine Verschlechterung festzustellen. Während der drei-wöchigen
Erholungsphase konnte eine kontinuierliche Abnahme der LCN2-Konzentration detektiert
werden. Die GFR nahm zeitgleich stetig zu. Am Ende des Experiments lag die LCN2-
Konzentration im Plasma bei 444 ng/ml.

Der LCN2-Gehalt im Urin zeigte einen ähnlichen Verlauf, jedoch auf einem niedrigeren
Level. Der Anstieg der Proteinkonzentration verlief etwas verzögert, sodass das Maximum
mit 800 ng/ml erst in der 3. Versuchswoche erreicht wurde. In den drei Wochen der Erho-
lung sank die LCN2-Konzentration des Urins wieder ab und näherte sich dem basalen
Wert wieder an. Die Endkonzentration betrug 63 ng/ml und unterschied sich somit nicht
nennenswert vom basalen Wert von 29 ng/ml.

Bei Maus 2 stieg der LCN2-Gehalt des Plasmas in der ersten Woche auf das 2,5-fache des
Ausgangswertes an (494 ng/ml) und fiel anschließend trotz weiterer Adeningabe stetig ab.
Bereits nach zwei Wochen Erholung lag die LCN2-Konzentration im Plasma wieder im
basalen Bereich. Der GFR-Verlauf passt gut zu den Messungen der LCN2-Konzentration.
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Im Urin konnte eine geringe Zunahme des LCN2-Gehaltes beobachtet werden, welche bis
zur 2. Woche anhielt. In der dritten Woche nahm die LCN2-Konzentration deutlich ab.
Anschließend stieg in der vierten Woche die LCN2-Konzentration erneut an und erreich-
te mit 204 ng/ml ihr Maximum. In den beiden folgenden Wochen nahm der LCN2-Gehalt
wieder ab und erreichte mit einer Endkonzentration von 31 ng/ml den basalen Bereich
(Abbildung 3.8).

Abbildung 3.8: Gegenüberstellung der GFR (links) und der Proteinkonzentration von
LCN2 im Urin und Plasma (rechts); 0 = basal, in Woche 1-3 erfolgte die Adeningabe, die
Wochen 4-6 dienten der Erholung; für die GFR wurden 2 basale Werte verwendet und
jeweils der Mittelwert dargestellt.

Um die Expressionsorte von LCN2 nach Adenin-induzierter Nephropathie genauer loka-
lisieren zu können, wurden weitere Kohybridisierungen von LCN2 mit spezifischen Tu-
bulusmarkern angefertigt. Die in-situ-Hybridisierung zeigte, dass LCN2 basal im Bereich
des Innenstreifens der äußeren Medulla und in der Papille exprimiert wurde (Abbildung
3.2). Nach drei Wochen Adenin fiel neben einem starken Anstieg der Expression in den
AQP2-positiven Zellen der Sammelrohre und den NKCC2-positiven Zellen der distalen
Tubuli auch eine Ausweitung der LCN2-Expression bis in kapselnahe Bereiche der Rinde
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auf. Nach dreiwöchiger Erholung konnten immer noch LCN2-positive Tubuli in der Rinde
dargestellt werden. Auch nach drei Wochen Erholung war die LCN2-Expression höher als
basal (Abbildung 3.7).

Eine Koexpression von LCN2 und Megalin konnte weder basal, noch nach dreiwöchiger
Adeningabe, noch nach drei Wochen Erholung nachgewiesen werden. Es fiel eine Abnahme
der Megalin-Expression nach drei Wochen Adenin insbesondere in der Umgebung LCN2-
positiver Tubuli auf. Nach drei Wochen Erholung nahm die Megalin-Expression wieder
zu, jedoch blieben Segmente mit erniedrigter Megalin-Expression (Abbildung 3.9, oben).

Bereits basal konnte eine Koexpression von NKCC2 mit LCN2 nachgewiesen werden (Ab-
bildung 3.2, A). Die Menge der Tubuli, welche sowohl NKCC2 als auch LCN2 exprimier-
ten, schien jedoch nach drei Wochen Adeningabe erheblich zuzunehmen. Auch nach den
zusätzlichen drei Wochen der Erholung waren noch viele NKCC2-positive Tubuli zu fin-
den, in denen auch LCN2-mRNA nachweisbar war (Abbildung 3.9, Mitte).

Während LCN2 basal überwiegend in AQP2-positiven Sammelrohren detektiert wurde
(Abbildung 3.2, B), konnten nach dreiwöchiger Adeningabe nur wenige Sammelrohre dar-
gestellt werden, in denen sowohl LCN2 als auch AQP2 exprimiert wurde. Zwar nahm die
Expression von LCN2 in der Papille und im Innenstreifen der äußeren Medulla stark zu,
jedoch gab es einen starken Rückgang der AQP2-Expression. Auch nach den drei Erho-
lungswochen gab es nur wenige Sammelrohre, welche sowohl AQP2- als auch LCN2-mRNA
enthielten. Im Vergleich zum Befund nach drei Wochen Adenin stieg die AQP2-Expression
an, sie blieb jedoch auf einem deutlich niedrigeren Niveau als in der basalen Niere. Zeit-
gleich kam es zu einer Abnahme der LCN2-Expression, sodass am Ende des Experiments
kaum noch eine Koexpression von LCN2 und AQP2 nachweisbar war (Abbildung 3.9,
unten).
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Abbildung 3.9: LCN2-Expression (rot) basal (linke Spalte), nach 3 Wochen Adenin (mitt-
lere Spalte) und nach 3 Wochen Adenin + 3 Wochen Erholung (rechte Spalte) dargestellt
mittels in-situ-Hybridisierung; in der oberen Reihe Kohybridisierung mit Megalin (grün),
in der 2. Reihe mit NKCC2 (grün), in der 3. mit AQP2 (grün), Pfeile markieren Koex-
pression; Zellkerne wurden mit DAPI gegengefärbt (blau); Referenzbalken = 50 µm.

Um zu überprüfen, ob die in der Niere exprimierte LCN2-mRNA auch in Proteine über-
setzt wurde, wurde eine Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. Zur Verdeutlichung des
Nierenschadens wurde als Fibrosemarker Kollagen 1 mit angefärbt. Basal konnte nur eine
geringe Menge an LCN2- und Kollagen 1-Protein detektiert werden (Abbildung 3.10, linke
Spalte).

Nach drei Wochen Adeninfütterung zeigte sich eine deutliche Zunahme des LCN2-Proteins
in der Niere. Dieses wies eine sehr ähnliche Verteilung auf, wie sie bereits in in-situ-
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Hybridisierungen für die LCN2-mRNA festgestellt werden konnte (Abbildung 3.7). In der
Übersicht konnten streifenartige Regionen mit hoher Dichte an LCN2-positiven Tubu-
li detektiert werden, welche sich mit Regionen mit niedriger Dichte abwechselten. Die
Regionen mit hoher LCN2-Konzentration entsprachen den Bereichen in denen auch Kol-
lagen 1 vermehrt nachgewiesen wurde. LCN2 konnte vom Kortex bis zur Papille in allen
Zonen des Organs nachgewiesen werden. Hierbei fiel eine besonders hohe Menge an LCN2-
Protein in der Rinde und der äußeren Medulla auf. Die LCN2-Ablagerungen fanden sich
im Epithel der Tubuli und der Sammelrohre. In der Übersicht konnte nach dreiwöchiger
Adeningabe bereits ein Anstieg der Kollagen-1-Expression dargestellt werden. Kollagen 1
wurde vor allem in der Papille detektiert (Abbildung 3.10, mittlere Spalte).

Am Ende der dreiwöchigen Erholungsphase fiel einerseits ein starker Rückgang der Dich-
te LCN2-positiver Tubuli andererseits eine deutliche Steigerung der Kollagen-1-Protein-
ablagerung auf. LCN2 ließ sich vor allem in der Rinde und im äußeren Mark nachweisen.
Im Innenstreifen der äußeren Medulla und der Papille stellte sich hingegen ein beson-
ders starker Rückgang der Proteinmenge dar. Kollagen 1 konnte von der Papille bis hin
zur Rinde in allen Abschnitten nachgewiesen werden. Bei der Verteilung von Kollagen
1 fiel auf, dass es sowohl Bereiche ohne Proteinablagerung, Bereiche mit mittlerer so-
wie Abschnitte mit besonders starker Proteinablagerung gab. Die Bereiche mit mittlerer
bis starker Proteinablagerung deckten sich in der Rinde und dem äußeren Mark mit de-
nen, welche noch vermehrt LCN2-Protein enthielten. Die Abschnitte mit besonders hoher
Kollagen-1-Dichte imponierten durch destruierte Tubuli (Abbildung 3.10, rechte Spalte).
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Abbildung 3.10: LCN2-Proteinfärbung am Nierenschnitt mithilfe einer Immunfluoreszenz-
färbung; Kofärbung von LCN2 (rot) mit Kollagen 1 (grün); oben: LCN2; mittlere Reihe:
Kollagen 1; unten: LCN2 mit Kollagen 1; basal waren kaum LCN2 und Kollagen 1 nach-
weisbar (linke Spalte); nach 3 Wochen stieg der LCN2-Gehalt stark an, auch Kollagen 1
wurde vermehrt exprimiert (mittlere Spalte); nach der Erholungszeit von 3 Wochen wurde
ein Rückgang der LCN2-Expression, bei zeitgleichem Anstieg der Kollagen-1-Expression,
detektiert (rechte Spalte); Zellkerne wurden mit DAPI gegengefärbt (blau); Referenzbal-
ken = 500 µm.
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Bei stärkerer Vergrößerung konnte beobachtet werden, dass bereits nach drei Wochen
Adenin Kollagen 1 vermehrt produziert wurde. Weiterhin konnte LCN2-Protein in den
Tubuluszellen nachgewiesen werden, welches in den apikalen Bereichen der Tubulusepi-
thelzellen vermehrt detektiert werden konnte (Abbildung 3.11, A). Nach drei Wochen
der Erholung konnte eine deutlich intensivierte interstitielle Ablagerung von Kollagen 1
beobachtet werden. Die Menge an LCN2 nahm hingegen ab (Abbildung 3.11, B).

Abbildung 3.11: LCN2-Proteinfärbung am Nierenschnitt mithilfe von Immunfluoreszenz-
färbung; Kofärbung von LCN2 (rot) mit Kollagen 1 (grün); die Detailbilder zeigen die
Veränderung der Expression in der äußeren Medulla nach 3 Wochen Adenin (A) und 3
Wochen Adenin + 3 Wochen Erholung (B); Zellkerne wurden mit DAPI gegengefärbt
(blau); Referenzbalken = 20 µm.

3.3.2 Auswirkungen der Adeninfütterung auf die LCN2-Expression in der
Leber und der Lunge

Da unter Kontrollbedingungen in der Lunge und der Leber LCN2-mRNA nachweisbar
war (Abbildung 3.1), wurden Schnitte aus der Leber und der Lunge basal, nach drei Wo-
chen Adenin sowie nach zusätzlichen drei Wochen der Erholung mithilfe der RNAscope®-
Methode untersucht, um mögliche Änderungen der Expression im Versuchsverlauf de-
tektieren zu können. Es wurde für die Lunge eine Kohybridisierung mit Kollagen 1 als
Fibrosemarker und für die Leber eine Kohybridisierung mit CD31 zur Darstellung von
Endothelzellen gewählt.

Die LCN2-Expression in den Leberschnitten konnte in einzelnen Hepatozyten oder kleinen
Gruppen aus drei bis fünf Hepatozyten detektiert werden. Dabei konnte keine eindeutige
Zuordnung zu den funktionellen Zonen der Leber erfolgen. Die LCN2 positiven Hepa-
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tozyten befinden sich sowohl in der direkten Umgebung der Periportalfelder als auch in
der Umgebung der Zentralvenen. Eine Häufung in einem bestimmten Gebiet konnte nicht
festgestellt. Des Weiteren konnte keine Veränderung der LCN2-mRNA-Expression im Ver-
suchsverlauf in der Leber nachgewiesen werden (Abbildung 3.12, oben).

In der Lunge konnten mit der RNAscope®-Methode interindividuell deutliche Unterschiede
in der Expression nachgewiesen werden (Abbildung 3.1). Deshalb wurde versucht mög-
lichst repräsentative Schnitte darzustellen. LCN2-mRNA konnte in der Lunge einerseits
in Zellen des respiratorischen Epithels gefunden werden. Diese lagen meist in Gruppen
von ≥ 10 Zellen vor und kleideten kleine Wandabschnitte der Bronchioli aus. Anderer-
seits konnten interstitielle Zellen gefunden werden, welche, meist verstreut liegend, LCN2
exprimierten. Ebenso wie bei der Leber konnte keine Veränderung der LCN2-Expression
im zeitlichen Verlauf des Versuches festgestellt werden (Abbildung 3.12, unten).

Abbildung 3.12: LCN2-mRNA (rot) in der Leber und der Lunge; links = basal, Mitte
= 3 Wochen Adenin, rechts = 3 Wochen Adenin + 3 Wochen Erholung; oben = Leber-
schnitte mit einer Kohybridisierung von CD31 (grün), unten = Lungenschnitte mit einer
Kohybridisierung von Kollagen 1 (grün); Zellkerne wurden mit DAPI gegengefärbt (grau);
Referenzbalken = 50 µm.
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3.3.3 Auswirkungen der Adeninfütterung auf die renale KIM1-Expression

Die KIM1-Expression wurde basal, nach drei Wochen Adenin sowie nach dreiwöchiger
Adeningabe und anschließender Erholungsphase mittels qPCR analysiert. Hierbei fiel ein
starker Anstieg der KIM1-Expression auf das 15,5-fache des basalen Wertes nach drei
Wochen Adenin auf. Nach drei Wochen Adenin und dreiwöchiger Erholung lag die KIM1-
Expression wieder auf dem basalen Niveau (Abbildung 3.13).

Abbildung 3.13: KIM1-mRNA im Verhältnis zur GAPDH-mRNA in der Niere basal, nach
3 Wochen Adenin sowie nach 3 Wochen Adenin und 3 Wochen Erholung; dargestellt mit
Mittelwert und SEM; * = nach 3 Wochen Adenin war die KIM1-mRNA/GAPDH-mRNA
in der Niere im Vergleich zur basalen Messung sowie zu der Messung nach 3 Wo. A. + 3
Wo. signifikant erhöht (p≤0,01); nbasal=8, n3 Wochen=5, n3+3 Wochen=5.

Diese Beobachtung konnte auch beim Nachweis der mRNA per in-situ-Hybridisierung
gemacht werden. Während basal kaum KIM1-mRNA in der Nierenübersicht detektierbar
war (Abbildung 3.14, links oben; Details in Abbildung 3.16), zeigte sich nach dreiwöchiger
Adeningabe eine deutliche KIM1-mRNA-Expression. Auffällig war jedoch die ungleiche
Verteilung der Expression über den Querschnitt der Niere. Während in der Papille und
dem inneren Mark keine KIM1-Expression nachgewiesen werden konnte, fanden sich in
der Rinde und besonders in der äußeren Medulla größere Mengen an KIM1-mRNA (Ab-
bildung 3.14, Mitte oben). Nach zusätzlichen drei Wochen der Erholung konnten nur noch
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geringe Mengen an KIM1-mRNA nachgewiesen werden. Diese stellten sich vor allem im
Bereich der äußeren Medulla und den tiefen Rindenbereichen dar. Hierbei fielen vor allem
die S3-Segmente der proximalen Tubuli durch eine noch erhöhte KIM1-Expression auf
(Abbildung 3.14, rechts oben).

Es wurde eine Kohybridisierung mit Kollagen 1 als Fibrosemarker durchgeführt. Basal
waren geringe Mengen an Kollagen-1-mRNA in der Niere nachweisbar. Kollagen 1 wurde
vor allem im Umfeld großer Gefäße exprimiert (Abbildung 3.14, mittlere Reihe links).
Nach drei Wochen Adenin stieg die Kollagen-1-Expression stark an. Dabei entsprachen
die Kollagen-1-exprimierenden Bereiche der Rinde und des Außenstreifens der äußeren
Medulla den Bereichen, in denen nach dreiwöchiger Adeningabe KIM1 exprimiert wurde
(Abbildung 3.14; mittlere Reihe Mitte und Mitte unten). Ebenso wie die KIM1-Expression
nahm auch die Kollagen-1-Expression nach drei Wochen Adenin und drei Wochen Erho-
lung stark ab. Die Kollagen-1-exprimierenden Bereiche in der Rinde und dem Außenstrei-
fen des äußeren Marks deckten sich mit den KIM-exprimierenden Segmenten (Abbildung
3.14, mittlere Reihe rechts und rechts unten).
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Abbildung 3.14: KIM1- (rot) und Kollagen-1-Expression (grün) basal (links), nach 3 Wo-
chen Adenin (mittlere Spalte) und nach 3 Wochen Adenin + 3 Wochen Erholung (rechts)
dargestellt mittels in-situ-Hybridisierung; es fiel eine starke KIM1-Expression nach 3 Wo-
chen auf mit anschließendem Rückgang der Expression (oben); die Kollagen-1-Expression
stieg nach 3 Wochen Adenin an und fiel dann wieder ab (mittlere Reihe); KIM1 wurde
vor allem in Kollagen-1-exprimierenden Arealen exprimiert (unten); Zellkerne wurden mit
DAPI gegengefärbt (blau); Referenzbalken = 500 µm.
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Ebenso wie bei LCN2 wurden die Ergebnisse der KIM1-Proteinmessung im Plasma sowie
Urin den entsprechenden GFR-Werten gegenübergestellt. Es wurden die Werte der sel-
ben Tiere wie bei LCN2 dargestellt. Die beiden Tiere wurden aufgrund ihrer sich stark
in der Intensität unterscheidenden Reaktion auf die Adeningabe ausgewählt. Bereits in
Abbildung 3.5 wird ersichtlich, dass die GFR in den Wochen der Adeningabe abnahm,
wobei die Abnahme nach und nach geringer wurde. Anschließend nahm die GFR während
der dreiwöchigen Erholung wieder zu und näherte sich dabei langsam einer End-GFR an,
welche unter der Anfangs-GFR lag.

Betrachtet man die Proteinmessung bei Maus 1 und 2 für KIM1 fällt als erstes ins Au-
ge, dass im Urin basal KIM1 nachweisbar war (zwischen 0,05 und 0,5 ng/ml), während im
Plasma die KIM1-Konzentration basal unterhalb der Nachweisgrenze lag. Im Gegensatz zu
LCN2 konnten bei KIM1 deutlich höhere Konzentrationen im Urin als im Plasma nachge-
wiesen werden. Bei Maus 1 betrug die KIM1-Konzentration im Urin basal 0,5 ng/ml. Diese
stieg in den ersten beiden Wochen steil an und erreichte in der 2. Woche des Experiments
ihr Maximum mit 36,1 ng/ml. Dementsprechend erreichte auch die GFR ihr Minimum in
dieser Woche. Bereits in der dritten Versuchswoche war ein leichter Abfall der Konzen-
tration zu beobachten, während sich die GFR im Vergleich zur Vorwoche kaum änderte.
In der 4. und 5. Versuchswoche nahm der KIM1-Gehalt des Urins stark ab und erreichte
schon in der 5. Woche basale Werte. Im Plasma wurde nach einer Woche Adenin ein
KIM1-Gehalt von 2 ng/ml errreicht. Bereits in der 3. Versuchswoche nahm die Konzentra-
tion um 25 % im Vergleich zur 1. Woche ab. Während der Erholungsphase konnte ein
relativ schneller Rückgang beobachtet werden. Die Endkonzentration betrug 0,1 ng/ml.

Bei Maus 2 wurde im Urin eine Ausgangskonzentration von 0,05 ng/ml gemessen. Trotz
starkem Abfall der GFR um knapp 35 % in der ersten Woche konnte kein Anstieg der
KIM1-Konzentration beobachtet werden. In der 2. und 3. Woche wurde ein Anstieg des
KIM1-Gehaltes detektiert. Es wurde dabei ein Maximum von 2,2 ng/ml erreicht, welches
damit deutlich unter dem Maximum von Maus 1 lag (36,1 ng/ml). In der vierten und
fünften Woche des Versuchs sank die KIM1-Konzentration wieder ab. In der 5. Woche
wurde noch ein leicht erhöhter Wert detektiert (0,14 ng/ml). In der letzten Woche konnten
keine erhöhten Werte mehr festgestellt werden. Signifikante Veränderungen der Plasma-
KIM1-Konzentration konnten bei Maus 2 nicht nachgewiesen werden. Im gesamten Ver-
suchsverlauf wurden im Plasma Konzentrationen zwischen 0,065 und 0,045 ng/ml detektiert
(Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: KIM1-Protein-Nachweis mittels ELISA in Urin und Plasma dargestellt
im zeitlichen Verlauf; 0 = basal, in Woche 1-3 erfolgte die Adeningabe, Woche 4-6 dienten
der Erholung; Darstellung von 2 Tieren: links GFR-Verlauf, rechts Protein-Messung der
entsprechenden Maus; für die GFR wurden 2 basale Werte verwendet und der Mittelwert
dargestellt; im Plasma konnte basal mithilfe des ELISAs aufgrund der geringen Konzen-
tration kein Protein nachgewiesen werden.

Zur Identifizierung der KIM1 exprimierenden Zellen in der Niere wurden verschiedene
Kohybridisierungen von KIM1 mit spezifischen Tubulusmarkern angefertigt. Die in-situ-
Hybridisierungen zeigten, dass KIM1 unter Kontrollbedingungen in der äußeren Medulla
und der Rinde exprimiert wurde. Im inneren Mark und in der Papille konnte KIM1 nicht
nachgewiesen werden. Die unter Kontrollbedingungen nachweisbare KIM1-mRNA wurde
in Megalin-positiven Tubulusepithelzellen nachgewiesen. Diese befanden sich überwiegend
im Bereich des äußeren Marks und zu einem geringen Anteil in tiefen Rindenbereichen.
Eine Koexpression mit NKCC2 oder AQP2 konnte nicht festgestellt werden (Abbildung
3.16, links).

Nach drei Wochen Adeninfütterung konnte eine starke Zunahme der KIM1-Expression
beobachtet werden. Jedoch konnte KIM1 auch nach der dreiwöchigen Adeningabe nur in
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der Rinde und dem äußeren Mark nachgewiesen werden. Eine Koexpression mit Megalin
konnte dargestellt werden. Hingegen lag keine Koexpression mit NKCC2 oder AQP2 vor
(Abbildung 3.16, Mitte).

Nach den drei Wochen der Erholung stellte sich ein starker Rückgang der KIM1-mRNA
dar. Während die Expression von Megalin, NKCC2 und AQP2 im Vergleich zur Situation
nach 3 Wochen Adenin wieder leicht zunahm, fielen vereinzelt Tubuli auf, welche lediglich
KIM1, jedoch keine typischen funktionellen Marker exprimierten. Eine Koexpression von
KIM1 konnte auch nach der Erholungsphase nur mit Megalin bestätigt werden (Abbildung
3.16, rechts). Insgesamt blieb bis zum Ende der Beobachtung die KIM1-Expression leicht
erhöht.
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Abbildung 3.16: KIM1-Expression (rot) basal (linke Spalte), nach 3 Wochen Adenin (mitt-
lere Spalte) und nach 3 Wochen Adenin + 3 Wochen Erholung (rechte Spalte) dargestellt
mittels in-situ-Hybridisierung; in der oberen Reihe Kohybridisierung mit Megalin (grün),
in der 2. Reihe mit NKCC2 (grün), in der 3. mit AQP2(grün); dargestellt sind Detailauf-
nahmen aus dem äußeren Mark und der Rinde, Pfeile markieren Koexpression; Zellkerne
wurden mit DAPI gegengefärbt (blau); Referenzbalken = 50 µm.
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3.3.4 Koexpression von LCN2 mit KIM1

In Kohybridisierungen von LCN2 mit KIM1 konnten Tubulusabschnitte gefunden wer-
den, welche KIM1 und LCN2 exprimierten. Diese befanden sich im Bereich der Rinde
und dem äußeren Mark. Es wurde versucht die betroffenen Tubulusabschnitte mithilfe
von Kohybridisierungen mit verschiedenen spezifischen Tubulusmarkern (verwendet wur-
den Megalin, NKCC2, AQP2 und SGLT1) genauer identifizieren zu können. Dies gelang
jedoch nicht, da die betroffenen Tubulusabschnitte keine spezifischen Tubulusmarker ex-
primierten. Tubuli, die KIM1 und LCN2 koexprimierten, stellten sich vor allem nach drei
Wochen Adeningabe dar (Abbildung 3.17).

Abbildung 3.17: Koexpression von KIM1 (rot) und LCN2 (grün) dargestellt mittels in-
situ-Hybridisierung; Ausschnitt aus dem Grenzbereich zwischen äußerem Mark und Rinde
nach 3 Wochen Adenin; Pfeile zeigen Tubuli mit Koexpression von LCN2 und KIM1;
Zellkerne wurden mit DAPI gegengefärbt (blau); Referenzbalken = 50 µm.
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4 Diskussion

In verschiedenen Studien erwiesen sich sowohl LCN2 [84] als auch KIM1 [60] als vielver-
sprechende Biomarker für den akuten Nierenschaden. Bei der CKD könnte die Expression
von LCN2 bei der Begrenzung des tubulären Schadens mitwirken. Welche genaue Rol-
le LCN2 bei renalen Schäden spielt, ist jedoch noch ungeklärt [114]. Ebenso steht auch
ein eindeutiger Nachweis eines Zusammenhangs zwischen der KIM1-Expression und einer
CKD noch aus [117]. Das Modell der Adenin-induzierten Nierenfibrose ist geeignet um
einen chronischen Nierenschaden zu imitieren und könnte daher ein geeignetes Modell zur
weiteren Untersuchung von KIM1 und LCN2 darstellen. Insbesondere der Zusammenhang
zwischen der Stärke des Nierenschadens und der Expression von KIM1 und LCN2 wurde
untersucht. Da bereits einige Studien über die LCN2-Expression im Adeninmodell exis-
tieren [19], konnten die Ergebnisse der Experimente zum Teil verglichen werden. Um eine
Fehlinterpretation der Ergebnisse zu vermeiden wurde zuerst die basale Expression von
LCN2 sowie KIM1 untersucht.

4.1 Basale Expression von LCN2

Bei der Gabe von Adenin kann es auch zu extrarenalen Organveränderungen kommen.
Die Adenindiät kann unter anderem zu fibrotischen Veränderungen im Herzen führen
[70], was womöglich mit einer gesteigerten LCN2-Expression einhergehen könnte. Folglich
wurde zusätzlich auch das Herz mit untersucht. Des Weiteren wurde LCN2-mRNA in
vielen verschiedenen Organen der Maus nachgewiesen. Insbesondere in der Lunge und
der Leber zeigten Studien eine hohe LCN2-Expression bei der 21 Tage alten Maus. Rojas
et al. führten auch Untersuchungen an Organen älterer Tiere durch. Dabei untersuchten
sie zwar die Leber, jedoch wurde die Lunge nicht weiter betrachtet. Hierbei konnte auch
noch nach dem 65. Lebenstag LCN2-mRNA in der Leber nachgewiesen werden [37]. Daher
wurde in dieser Studie neben der Niere auch die Leber und die Lunge bezüglich ihrer
LCN2-Abundanz untersucht. Laut Studien exprimiert die Niere adulter Mäuse basal nur
geringe Mengen LCN2. Deshalb wurden um die LCN2-mRNA-Abundanz in der Niere
noch besser einordnen zu können auch die Nebenniere und das Gehirn - Organe mit
geringer beziehungsweise nicht nachweisbarer basaler LCN2-Expression [37] - auf ihre
LCN2-mRNA-Expression überprüft.

Der LCN2-mRNA-Nachweis mittels qPCR bestätigte die Ergebnisse früherer Studien. Die
mRNA-Expression in den Nieren 70 Tage alter Mäuse lag nahe dem Detektionsminimum
und unterschied sich nicht signifikant von der LCN2-Expression im Herz, den Nebennieren
oder dem Gehirn. Des Weiteren wurde eine hohe LCN2-Expression in der Leber sowie der
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Lunge beobachtet (Abbildung 3.1), was mit den Ergebnissen von Rojas et al. überein-
stimmt [37].

Weiterhin wurde die Expression von LCN2 in der Niere genauer lokalisiert um Verän-
derungen durch die Gabe von Adenin in den histologischen Einzelheiten beschreiben zu
können. Han et al. beobachteten in gesunden Nieren von Ratten eine schwache LCN2-
mRNA-Expression in den Epithelzellen der distalen Tubuli und der medullären Sammel-
rohre [46]. Bei den durchgeführten Untersuchungen konnte bei Mäusen basal kongruent
dazu eine LCN2-Expression in distalen Tubuli und in Sammelrohren nachgewiesen werden.
Zusätzlich wurde beobachtet, dass die LCN2-Expression basal überwiegend im Innenstrei-
fen des äußeren Markes sowie der inneren Medulla lokalisiert war (Abbildung 3.2). Diese
Verteilung konnte durch Kohybridisierungen mit typischen Markern - Megalin für den
proximalen Tubulus, NKCC2 für den distalen Tubulus und AQP2 für die Sammelrohre -
gezeigt werden.

4.2 Basale Expression von KIM1

Um die Nierenspezifität von KIM1 bei der Maus zu überprüfen wurden zusätzlich zur
Niere diverse Organe mit untersucht. Es wurden dieselben Organe wie für LCN2 verwen-
det um die basale LCN2- und KIM1-Expression vergleichen zu können.

In der Leber, dem Gehirn, der Lunge und dem Herz lag die KIM1-Expression nahe dem
Detektionsminimum. Die KIM1-Expression in der Niere unterschied sich im Vergleich
zu den anderen Organen um einen Faktor von 50 und mehr. Daher ist von einer hohen
Organspezifität der KIM1-Expression auszugehen. Diese Befunde passen gut zu den Er-
gebnissen von Feigelstock et al., die mithilfe von Northern Blots die Expression von KIM1
in verschiedenen Geweben des gesunden Menschen untersuchten. Dabei beobachtete die
Arbeitsgruppe, dass KIM1 zwar in geringen Mengen in allen von ihnen untersuchten
Organen - dazu gehörte unter anderem der Thymus, die Milz, der Dünndarm und die
Lunge - nachweisbar war, jedoch wurden sehr viel größere Mengen an KIM1 in der Niere
gefunden [34]. Andere Studien kamen bei der Untersuchung von menschlichem Gewe-
be zu geringeren Unterschieden, welche sich etwa auf einen Faktor von 10 beliefen [67].
Als wahrscheinlichste Ursache hierfür sind Spezies spezifische Unterschiede anzunehmen.
Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass die KIM1-mRNA-Abundanz in den Nieren
stark schwankt, sodass zwei Gruppen unterschieden werden konnten. Eine Gruppe mit
hoher KIM1-Expression mit einem Mittelwert für die KIM1-mRNA von 0,86 und eine
zweite Gruppe mit einem Mittelwert von 0,026. Selbst der Mittelwert von 0,026 war noch
mehr als doppelt so hoch als die Mittelwerte in den anderen Geweben. Bei der späteren
Untersuchung der KIM1-Expression nach 3 Wochen Adeningabe fiel auf, dass zwar der
Unterschied in den basalen Messungen getrennt betrachtet groß erscheint, aber sich die
beobachteten Schwankungen auf einem niedrigen Niveau bewegen. Ein möglicher Grund
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für diese Schwankungen könnten leichte Schäden des Epithels sein, welche bei lokalen
Entzündungsreaktionen auftreten können.

Medic et al. färbten mittels Immunhistochemie KIM1-Protein in der Niere gesunder Rat-
ten an, dabei konnten sie, im Gegensatz zu ischämisch geschädigten Nieren, keine Immun-
reaktion für KIM1 nachweisen [82]. Da jedoch Studien ergaben, dass bereits basal in der
Niere KIM1-mRNA vorhanden ist [34], wurde versucht diese genau zu lokalisieren um die
Veränderungen der Expression und gegebenenfalls der Expressionsorte von KIM1 nach
der Gabe von Adenin identifizieren zu können. Mithilfe der RNAscope®-Methode gelang
es bereits in der gesunden Niere KIM1-RNA sichtbar zu machen. Dabei fiel auf, dass die
KIM1-Expression überwiegend auf das S3-Segment des proximalen Tubulus beschränkt
war.

4.3 Adenin-induzierte Nierenfibrose

Zur Induktion des Nierenschadens wurde ein etabliertes Modell der Adenin-induzierten
Nierenfibrose verwendet. Unterschiede in der Ausprägung des Nierenschadens basierend
auf dem unterschiedlichen Fressverhalten sind möglich. Da jedoch ein Ziel der Arbeit die
Untersuchung von LCN2 und KIM1 bezüglich ihrer Aussagekraft über Nierenschäden im
Adenin-Modell war, eigneten sich unterschiedlich starke Reaktionen der Mäuse sogar um
feststellen zu können, ob die Expression der Marker auch mit der Stärke des Schadens
zusammenhängt. Um die Mäuse auch noch drei Wochen nach der Schädigung beobachten
zu können wurde die Adenin-Gabe im Gegensatz zu anderen Studien [63][125] auf drei
Wochen beschränkt.

Zur Kontrolle des Nierenschadens wurden neben der abschließenden mikroskopischen Be-
urteilung verschiedene Parameter vermessen. Die GFR wurde als Hauptparameter für den
Nierenschaden bestimmt. Es konnte ein schneller Abfall der mittleren GFR um 78 % wäh-
rend der Adeningabe festgestellt werde. Nach der dreiwöchigen Erholung lag die durch-
schnittliche GFR bei 55 % der basalen GFR. Dieses Ergebnis weist auf eine irreversible
Schädigung von Nierengewebe hin und ist vergleichbar mit den Ergebnissen von Fuchs et
al. [36].

Yokozawa und Kollegen beobachteten bei der Fütterung von Ratten mit 0,75 %-igem
Adenin-Futter nach einer Woche einen Anstieg des mittleren Urinvolumens um 62 % im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Währenddessen stieg die Wasseraufnahme nur um 16 % an,
sodass die vermehrte Urinausscheidung nicht allein auf eine gesteigerte Wasseraufnahme
zurückgeführt werden konnte und von einer Hyperfiltration auszugehen war [140]. Da
es durch den Anstieg der GFR infolge einer glomerulären Hyperfiltration zu einer Un-
terschätzung des renalen Schadens kommen könnte, wurde zusätzlich zur GFR-Messung
auch die Osmolarität des Urins und die Natrium- sowie Kaliumkonzentration des Urins
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bestimmt. Bereits nach einer Woche fiel unter Adeningabe die Urinosmolarität um 62 % ab
und änderte sich dann bis zum Ende der Messungen nicht mehr signifikant. Ein ähnlicher
Verlauf wurde auch bei der Natrium- und der Kaliumkonzentration des Urins beobachtet.
Daher war von einer glomerulären Hyperfiltration auszugehen, sodass der tatsächliche
Nierenschaden höher lag, als es die GFR vermuten ließ.

Ebenso wie bereits in anderen Studien beschrieben [63], kam es zu einer Abnahme des
durchschnittlichen Körpergewichtes der Mäuse. Ein Grund für die beobachtete Gewichts-
abnahme könnte eine verringerte Nahrungsaufnahme während der Fütterung mit Adenin-
haltigem Futter sein wie sie unter anderem von Sueyoshi et al. beschrieben wird [124].
Um eine bessere Beurteilbarkeit zu gewährleisten wurde daher die GFR mit dem Körper-
gewicht ins Verhältnis gesetzt.

Ein Abfall des Hämatokrits bis hin zur Anämie ist ein Zeichen einer chronischen Nie-
renerkrankung und beeinflusst sowohl Morbidität als auch Mortalität [119]. Auch im
Adenin-Modell konnten verschiedene Arbeitsgruppen einen Abfall des Hämatokrits be-
obachten. Ali et al. stellten nach einer vierwöchigen 0,75 %-igen Adenindiät bei Ratten
einen Abfall des mittleren Hämatokrits um 10,2 % im Vergleich zur Kontrollgruppe fest
[2]. Ähnliche Ergebnisse erzielten auch Rahman und Kollegen bei der vierwöchigen täg-
lichen oralen Gabe von 50 mg/kgKG Adenin bei Mäusen. Sie konnten einen signifikanten
Abfall des Hämatokrits um 13,1 % im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachten. Des Wei-
teren berichteten sie von einem weiteren Abfall in der ersten Woche nach der Adeningabe.
Danach blieb in ihrem Experiment der Hämatokrit bis zum Ende der Beobachtung er-
niedrigt, jedoch stieg er in den Erholungswochen tendenziell leicht an [107].

Bei den durchgeführten Untersuchungen konnte ebenso eine Abnahme des Hämatokrits
während der Adeningabe beobachtet werden. Die basalen Messungen ergaben mit einem
mittleren Hämatokrit von 51,5 % ähnliche Werte wie die Messungen anderer Forschungs-
gruppen [107]. Des Weiteren konnte erst in der 2. Woche der Adenin-Gabe eine Abnahme
des Hämatokrits detektiert werden. Insgesamt konnte ein Abfall um 12,5 % festgestellt
werden. Die Verringerung des Hämatokrits hielt noch bis eine Woche nach der Adenin-
gabe an. Danach änderte sich der Hämatokrit nicht mehr signifikant. Damit stimmen
diese Ergebnisse mit denen von Rahman und Kollegen überein. Der von ihnen beobach-
tete leichte Anstieg erfolgte erst langfristig in einer Erholungszeit von 5 Wochen [107]
und betrifft demnach nicht den in der vorliegenden Studie überwachten Zeitraum. Des
Weiteren wurden die Blutabnahmen von der genannten Forschungsgruppe während des
Erholungszeitraumes in einem zeitlichen Abstand von mindestens 14 Tagen durchgeführt.
Hingegen wurden bei dieser Arbeit einmal pro Woche sowohl Blut abgenommen als auch
eine GFR-Messung durchgeführt. Dadurch kann ein Defizit in der Blutbildung schnellere
und stärkere Auswirkungen auf den Hämatokrit haben.
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4.3.1 Auswirkungen der Adeninfütterung auf die renale LCN2-Expression

Die Expression von LCN2-mRNA kann nach einem Nierenschaden um ein vielfaches an-
steigen. Dabei ist der Anstieg abhängig von der Art der Schädigung. So beobachteten
beispielsweise Mori et. al. bei einer ischämisch-induzierten akuten Tubulusnekrose ei-
ne Vertausendfachung der LCN2-Konzentration in der Niere 24 Stunden nach der Re-
perfusion [88]. Im Adeninmodell konnte bei den durchgeführten Untersuchungen nach
dreiwöchiger Adeningabe ein Anstieg der renalen Expression auf das 195-fache der basa-
len LCN2-Expression nachgewiesen werden. Pulskens und Kollegen beobachteten eben-
so einen starken Anstieg der LCN2-Expression während der Fütterung von Mäusen mit
Adenin-haltigem Futter [104]. Des Weiteren konnten Studien eine Abhängigkeit der LCN2-
Expression von der Stärke der Schädigung belegen [109], womit auch Unterschiede zwi-
schen einzelnen Versuchsreihen bei gleichem Versuchsaufbau erklärt werden können.

Um LCN2 als möglichen Marker für Nierenschäden beurteilen zu können, ist es von Inter-
esse den zeitlichen Zusammenhang zwischen Schädigung und LCN2-Expression zu analy-
sieren. Nachdem die LCN2-Expression unter Adeningabe stark angestiegen war, konnte
in dieser Studie ein rascher Abfall der LCN2-Expression innerhalb der drei Wochen der
Erholung beobachtet werden. Die LCN2-Expression lag zwar nach den drei Wochen Er-
holung beim 14-fachen der basalen Expression, jedoch sank sie in der Niere nach dem
Erholungszeitraum um mehr als 90 % im Vergleich zur Expression nach drei Wochen
Adeningabe. Diese Ergebnisse lassen einen engen zeitlichen Zusammenhang zwischen der
LCN2-Expression und der akuten Schädigung vermuten. Dieser Zusammenhang wurde
bereits in verschiedenen Tierversuchen untersucht, die ebenfalls einen starken Abfall der
LCN2-Expression nach der Schädigung dokumentieren konnten und eine bis zum Ende
des Untersuchungszeitraumes erhöhte LCN2-Expression feststellten [100]. Um beurteilen
zu können, ob die LCN2-Expression nach einem Nierenschaden dauerhaft erhöht bleibt
oder nach einem ausreichend langem Erholungsintervall wieder basale Werte erreicht, sind
weitere Studien notwendig.

Bei der mikroskopischen Lokalisation der LCN2-exprimierenden Zellen konnte festgestellt
werden, dass innerhalb der drei Wochen der Adeningabe eine Ausweitung der LCN2-expri-
mierenden Tubulusabschnitte stattgefunden hatte. Während basal vor allem in der Papille
und im Innenstreifen der äußeren Medulla LCN2 exprimiert wurde, konnten nach dreiwö-
chiger Adeningabe selbst in kapselnahen Bereichen LCN2-exprimierende Zellen gefunden
werden. Betroffen waren Zellen des distalen Tubulus sowie des Sammelrohrs. Auch Para-
gas et al. beobachteten nach einem akuten Nierenschaden eine intensive LCN2-Expression
in der aufsteigenden dicken Henle-Schleife, im distalen Konvolut sowie in den Sammel-
rohren. Ebenso konnten sie keine LCN2-Expression in den proximalen Tubuli nachweisen
[100].
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Nach weiteren drei Wochen der Erholung konnte in dieser Studie ein starker Rückgang der
LCN2-Expression festgestellt werden. Vor allem in der Rinde und in der Papillenspitze
blieb die LCN2-Expression erhöht. Die weiterhin erhöhte LCN2-Expression in der Rinde
könnte mit dem Wirkmechanismus der Adenin-induzierten Nierenfibrose an sich zusam-
menhängen, bei der insbesondere proximale Tubulusabschnitte geschädigt werden [73].
Der Grund für die LCN2-Anreicherung in der Papillenspitze könnte mit der schlechteren
Versorgung mit Sauerstoff zusammenhängen, da dadurch einerseits hypoxische Schäden
im Zuge eines akuten Schadens wahrscheinlicher sind [32], andererseits Erholungsprozesse
negativ beeinflusst werden können [81]. Das Gewebe wies typische morphologische Verän-
derungen auf. Insbesondere Einziehungen und destruierte sowie dilatierte Tubuli konnten
beobachtet werden. Diese Beobachtungen sind kongruent mit den Ergebnissen anderer
Forschungsgruppen, die das Modell der Adenin-induzierten Nephropathie verwendeten
[63][141].

Die vermehrte Expression von Kollagen I und III gilt als ein früher Mechanismus in der
Entwicklung einer Nierenfibrose [38]. Deshalb wurde eine Kohybridisierung von LCN2 mit
Kollagen I durchgeführt. Kollagen I wird in der gesunden Niere von Mäusen vor allem
im Interstitium und im Bereich von Gefäßen exprimiert [91]. Diese Beobachtung konnte
bei den durchgeführten Untersuchungen bestätigt werden. Nach dreiwöchiger Adeninga-
be kam es vor allem tubulointerstiell zu einem starken Anstieg der Kollagen-I-mRNA-
Expression, was sich mit den Ergebnissen anderer Studien zur Adenin-induzierten Nie-
renfibrose deckt [107]. Nach drei Wochen Erholung sank die Kollagen-I-mRNA-Expression
stark ab, blieb aber insbesondere in der Rinde im Vergleich zur basalen Expression deutlich
erhöht. Da der fibrotische Umbau eines Gewebes nach einem akuten Schaden eine gewis-
se Zeit in Anspruch nimmt [148], bleibt auch die Kollagen-I-mRNA-Expression abhängig
von der Schwere des Schadens einige Zeit erhöht, was die Kollagen-I-mRNA-Anreicherung
trotz der drei Wochen Erholung erklärt. Des Weiteren werden bei der Adenin-induzierten
Nierenfibrose proximale Tubulusabschnitte besonders geschädigt [73], was die verstärkte
Kollagen-I-mRNA-Expression in der Rinde erklären kann.

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die LCN2-mRNA-Expression nach drei Wo-
chen Adenin in den selben Bereichen erhöht war wie die Kollagen-I-mRNA-Expression.
Dabei fiel auf, dass in der Umgebung LCN2-positiver geschädigter Tubuli auch vermehrt
Kollagen-I-mRNA-exprimierende interstitielle Zellen vorzufinden waren. Da es sich bei
Kollagen I um einen etablierten Fibrosemarker handelt [38], legt diese Beobachtung na-
he, dass die LCN2-mRNA-Expression in den geschädigten Bereichen der Niere stattfand.
Nach drei Wochen Adenin und drei Wochen Erholung lag die Kollagen-I-mRNA in LCN2-
positiven Bereichen der Niere vor, jedoch wurde LCN2 zusätzlich in größeren Mengen in
der Papille exprimiert ohne Vorliegen einer vergleichbaren Kollagen-I-mRNA-Expression.
Mori et al. beschrieben einen regenerativen Effekt von LCN2 [87]. Da es sich bei der Nie-
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renfibrose um eine Defektheilung handelt [148], könnte es sich bei den Regionen, welche
lediglich LCN2 exprimieren, um schwächer geschädigte Bereiche handeln, in denen eine
Regeneration stattfindet. Bestärkt wird diese Vermutung dadurch, dass bei der Adenin-
induzierten Nierenfibrose vor allem proximale Tubulusabschnitte geschädigt werden [73]
und es sich bei den Kollagen-I-negativen und LCN2-positiven Bereichen um Teile der
Nierenpapille handelt. Für eine klare Aussage wären jedoch weitere Untersuchungen not-
wendig.

Um die LCN2-exprimierenden Zellen der Niere während des akuten Nierenschadens zu
lokalisieren führten Paragas und Kollegen in-situ-Hybridisierungen durch. Hierfür ver-
wendeten sie ein Ischämie-Reperfusions-Modell bei dem mithilfe einer Obstruktion der
Arteria renalis für 15 Minuten ein Nierenschaden induziert wurde. Die Nieren wurden 24
Stunden nach der Schädigung entnommen. Die Arbeitsgruppe beobachtete eine LCN2-
RNA-Expression in der dicken aufsteigenden Henle-Schleife, in den Macula-densa-Zellen,
in den Schaltzellen der Sammelrohre und in einem etwas geringerem Umfang im distalen
Konvolut. Im proximalen Tubulus konnte keine LCN2-RNA nachgewiesen werden [100].

Die durchgeführten Untersuchungen zeigten nach dreiwöchiger Adeningabe ein sehr ähn-
liches Bild. Es konnte eine LCN2-Expression im gesamten distalen Tubulus und in den
Schaltzellen der Sammelrohre nachgewiesen werden. Im proximalen Tubulus wurde kei-
ne LCN2-Expression gefunden. Zusätzlich konnte in den Hauptzellen der Sammelrohre
LCN2-RNA dargestellt werden. Im Gegensatz zum Ischämie-Reperfusions-Versuch von
Paragas et al. [100] trat die LCN2-Expression im Adeninversuch nicht gleichmäßig über die
Niere verteilt auf, sondern in Streifen mit starker LCN2-Expression und Streifen mit kaum
Expression. Dieser Unterschied könnte durch den andersartigen Schädigungsmechanismus
verursacht sein, da beim Abklemmen der Arteria renalis das gesamte Organe ischämisch
geschädigt wird. Des Weiteren konnte eine Akzentuierung der LCN2-Expression in der
inneren Medulla beobachtet werden, wie sie auch von Paragas und Kollegen bei der Be-
handlung mit Lipid A beobachtet wurde [100].

In immunhistochemischen Nachweisen in gesunden menschlichen Nieren wiesen Mori et
al. eine schwache LCN2-Expression im Epithel der distalen Tubuli und der Sammelroh-
re nach. Jedoch konnten sie keine LCN2-Expression im proximalen Tubulus beobachten.
Nach ischämischer oder toxischer Schädigung der Niere beschrieb die Arbeitsgruppe ei-
ne LCN2-Expression in der Hälfte der kortikalen Tubuli darunter auch proximale Tubuli
[87]. Auch bei Mäusen wurde in Ischämie-Reperfusions-Versuchen ein Anstieg der LCN2-
Konzentration in den kortikalen Tubuli immunhistochemisch nachgewiesen [44].

In der Niere von Mäusen konnte basal kaum LCN2-Protein nachgewiesen werden. Nur
vereinzelt konnte LCN2 in den papillären Sammelrohren angefärbt werden. Nach drei
Wochen Adenin wurde eine starke Zunahme der LCN2-Konzentration sowohl in der Rin-
de als auch im Mark beobachtet. Eine Anreicherung von LCN2-Protein im proximalen
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Tubulus konnte nicht belegt werden. Zwar konnte keine LCN2-mRNA in den proximalen
Tubuli nachgewiesen werden, da jedoch der proximale Tubulus in der Lage ist LCN2-
Protein zu endozytieren [138], wäre eine Anreicherung möglich. Ein Grund dafür, dass
keine LCN2-Anreicherung im proximalen Tubulus beobachtet werden konnte, könnte in
der starken Schädigung der proximalen Tubuli liegen, welche durch die Schädigung auch
einen Funktionsverlust erfuhren. Nach drei Wochen Adenin und drei Wochen Erholung
fiel ein starker Rückgang der LCN2-Konzentration in der Niere auf. In der Rinde und dem
äußeren Mark blieb die LCN2-Konzentration erhöht.

An Ratten wurden bereits mehrere Studien durchgeführt, bei denen während der Adenin-
Gabe die Plasma- sowie die Urin-LCN2-Konzentration gemessen wurde. Gil et al. ver-
abreichten Ratten für vier Wochen Adenin-haltiges Futter (0,75 %) und anschließend für
vier Wochen Standardfutter. Dabei konnten sie einen Zusammenhang zwischen der LCN2-
Konzentration im Serum und der renalen Schädigung feststellen, welche sie mit der Mes-
sung des Kreatinin- sowie Harnstoffspiegels im Serum kontrollierten [40].

Die Ergebnisse der LCN2-Proteinspiegel-Messungen im Plasma stimmten mit den Ergeb-
nissen von Gil et al. zum Verlauf der LCN2-Proteinkonzentration im Serum weitgehend
überein. Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen dem GFR-Abfall und dem
LCN2-Proteinspiegel im Plasma festgstellt werden.

Bei der Untersuchung der LCN2-Konzentration konnten Schreiber et al. in einem Modell
der Anti-neutrophil cytoplasmatic antibody (ANCA)-Vaskulitis im Verlauf der assozi-
ierten Glomerulonephritis einen Anstieg der LCN2-Konzentration im Urin beobachten.
Während der Remissionsphase beobachtete die Arbeitsgruppe einen Abfall der LCN2-
Konzentration, diese blieb jedoch im gesamten Untersuchungszeitraum im Vergleich zu
den basalen Werten erhöht. [115].

Die durchgeführten Experimente zeigten, dass auch im Adeninmodell die LCN2-Konzen-
tration im Urin während der Schädigung ansteigt und in der Erholungsphase wieder ab-
fällt. Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen dem Abfall der GFR und dem
Anstieg der LCN2-Konzentration im Urin festgestellt werden. Auch im Adeninmodell blieb
die LCN2-Konzentration während der Erholungsphase erhöht. Ob auch langfristig infolge
eines irreversiblen Schadens von einer Erhöhung der LCN2-Konzentration im Vergleich zu
gesunden Mäusen auszugehen ist, bleibt unklar, jedoch legen die Ergebnisse der durchge-
führten Untersuchungen sowie anderer Studien [40] nahe, dass nicht von einer dauerhaften
Erhöhung der LCN2-Konzentration trotz bleibenden Nierenschadens auszugehen ist.

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass der Anstieg der LCN2-Konzentration sowohl
im Blut als auch im Urin in einem engen zeitlichen Zusammenhang mit der Adeningabe
und der GFR-Veränderung zu stehen scheint. Zwar stieg die LCN2-Konzentration im Urin
prozentual gesehen stärker an als im Blut, jedoch eignet sich der LCN2-Nachweis im Urin
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nicht gut um geringe Schäden zu detektieren, da andere Studien deutlich höhere basale
LCN2-Konzentrationen im Urin feststellen konnten [115] und somit ein kleiner Anstieg,
wie er beispielsweise bei Maus 2 beobachtet wurde (Abbildung 3.15), leicht übersehen
werden kann.

Ebenso wie die Kollagen-1-mRNA konnte basal nur wenig Kollagen-1-Protein in der Nie-
re nachgewiesen werden, welches insbesondere im Bereich der größeren Gefäße lokalisiert
war. Diese Beobachtung wird auch durch andere Studien bestätigt [91]. Rahman et al.
beobachteten infolge der Adeninfütterung bei Mäusen die Entwicklung einer tubuloin-
terstitiellen Fibrose. Auch noch nach Absetzen des Adeninfutters konnte die Arbeits-
gruppe eine weitere deutliche Vermehrung der Kollagen-Ablagerung feststellen. Neben
der tubulointerstitiellen Ablagerung von Kollagen wurde eine vermehrte periglomerulä-
re Bindegewebsvermehrung beschrieben [107]. Im Zuge der Untersuchungen konnte nach
drei Wochen Adenin insbesondere in der Papille ein Anstieg der Kollagen-I-Expression
nachgewiesen werden, aber auch in der Rinde und dem äußeren Mark wurde vermehrt
Kollagen I abgelagert. Ein Grund für die papillenbetonte Produktion könnte die geringe-
re Regenerationsfähigkeit aufgrund der schlechteren Versorgung mit Sauerstoff sein [81].
Beim Kollagen-I-Proteinnachweis konnte eine solche papillenbetonte Verteilung nach drei
Wochen Adeningabe nicht beobachtet werden. Da mRNA noch in Proteine übersetzt
werden muss, könnte dieser Unterschied an der zeitlichen Verzögerung der Proteinabla-
gerung liegen. Nach weiteren drei Wochen der Erholung konnte eine deutliche Zunahme
der Kollagen-I-Proteinablagerung in der Niere beobachtet werden. Dabei konnte, wie bei
Rahman et al. [107], nicht nur eine tubulointerstitielle Fibrose sondern auch eine Kollagen-
I-Ablagerung im periglomerulären Bereich beobachtet werden. Weiterhin war auffällig,
dass die Ablagerungen von Kollagen-I-Protein in den drei Wochen der Erholung zunah-
men, während die Menge der Kollagen-I-mRNA in den drei Wochen nach der Adeningabe
abnahm. Dieses Phänomen kann damit begründet werden, dass die mRNA schnell abge-
baut wird, während die Proteine nicht eliminiert werden und sich dadurch anreichern.

Außerdem konnte innerhalb der Tubulusepithelzellen apikal eine vermehrte Anreicherung
von LCN2-Protein beobachtet werden. Diese lag sowohl nach drei Wochen Adenin als
auch nach drei Wochen Adenin und dreiwöchiger Erholung vor. Die apikale Ablagerung
von LCN2-Protein könnte auf eine sekretorische Aktivität der Epithelzellen hinweisen.
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4.3.2 Auswirkungen der Adeninfütterung auf die LCN2-Expression in der
Leber und der Lunge

Da bei der basalen LCN2-mRNA-Messung in der Lunge und in der Leber im Vergleich
zur Niere eine signifikant höhere LCN2-Abundanz nachgewiesen werden konnte, wurden
in diesen Organen in-situ-Hybridisierungen durchgeführt um Veränderungen der LCN2-
Expression während der Adeninfütterung feststellen zu können.

Nemmar et al. beobachteten im Adeninmodell in der Lunge eine Infiltration von Leu-
kozyten in Alveolen und Bronchialwände. Des Weiteren stellten sie Gewebeschäden und
fibrotische Veränderungen in der Lunge fest [92]. In den Lungenschnitten fielen mit der
RNAscope®-Methode basal, nach drei Wochen Adeningabe und nach drei Wochen Erho-
lung starke interindividuelle Unterschiede sowohl bei der LCN2- als auch der Kollagen-1-
Expression auf. Sowohl LCN2 als auch Kollagen-I sind an einer Vielzahl von entzündlichen
Prozessen beteiligt, bei welchen sie vermehrt exprimiert werden [22][76]. Dies kann die
Beurteilung der Expression erschweren. Bei den Untersuchungen wurde darauf geachtet
möglichst repräsentative Lungenschnitte zu präsentieren. Die von Nemmar und Kollegen
[92] beobachteten Veränderungen in der Lunge konnten in dieser Studie nicht festge-
stellt werden. Dies könnte unter anderem dadurch bedingt sein, dass die Adeninfütterung
(0,2 %) nur für drei anstelle von vier Wochen erfolgte. Außerdem verwendeten Nemmar
et al. im Gegensatz zur vorliegenden Studie HsdOla:TO-Mäuse. Weiterhin konnte kein
Anstieg der LCN2-Expression in der Lunge beobachtet werden.

In der Leber konnten basal hohe LCN2-Konzentrationen nachgewiesen werden. Des Wei-
teren konnte in Studien ein Zusammenhang zwischen der LCN2-Konzentration und dem
Fortschreiten eines chronischen Leberversagens beobachtet werden [79][4]. Daher war es
wichtig, mögliche Schäden in der Leber auszuschließen, um keine Verfälschung der Plasma-
und Urin-LCN2-Konzentrationen zu übersehen. Zur besseren Beurteilung wurde CD31
verwendet. Dabei handelt es sich um einen etablierten Marker für Endothelzellen, der in
den Gefäßen der Glisson-Trias, den Lebersinusoiden sowie den Zentralvenen exprimiert
wird [105]. Im Versuchsverlauf konnte keine Änderung der CD31-Expression in der Le-
ber festgestellt werden, weshalb ein Endothelschaden unwahrscheinlich ist. Yoshikawa
et al. machten bei der Untersuchung von gesundem Lebergewebe von Ratten die Hepa-
tozyten als Hauptquelle der LCN2-Expression in der Leber aus. Des Weiteren konnten
sie beobachteten, dass die LCN2-exprimierenden Hepatozyten vereinzelt oder in kleinen
Gruppen auftraten [142]. Diese Beobachtungen konnte bei den vorliegenden Untersuchun-
gen bestätigt werden. Weiterhin konnte keine Veränderung der LCN2-Expression nach der
Adeningabe festgestellt werden. Ebenso wurde soweit beurteilbar keine Schädigung des
Leberparenchyms beobachtet. Daher ist eine Schädigung der Leber im Zuge des verwen-
deten Versuchsaufbaus unwahrscheinlich.
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4.3.3 Aussagekraft der LCN2-Expression hinsichtlich renaler Schädigungen

In der Lunge und der Leber trat basal eine hohe LCN2-Expression auf, jedoch konn-
te kein Anstieg der LCN2-Expression während des Experiments festgestellt werden. Bei
Mäusen in einem Alter von über 70 Tagen konnte in anderen Studien lediglich in Orga-
nen größere LCN2-Mengen nachgewiesen werden, welche auch in der vorliegenden Stu-
die untersucht wurden [37]. Außerdem wurden bislang im Adeninmodell keine größeren
Schäden in Organen festgestellt, die bei den durchgeführten Experimenten nicht berück-
sichtigt wurden. Daher ist anzunehmen, dass der beobachtete Anstieg der Plasma- sowie
Urin-LCN2-Konzentrationen auf die Schädigungen in der Niere zurückzuführen sind. Be-
kräftigt wird diese Annahme dadurch, dass der Anstieg der LCN2-Konzentration sowohl
im Urin als auch im Plasma in einem engen zeitlichen Zusammenhang mit dem Abfall
der GFR stand. Da die LCN2-Konzentration während der akuten Schädigung schnell an-
steigt, aber auch nach der Schädigung innerhalb weniger Wochen wieder abfällt, eignet
sie sich gut um mithilfe regelmäßiger Messungen den Verlauf des Nierenschadens im Ade-
ninmodell abzubilden. Bei größeren Schäden eignen sich sowohl die Urin- als auch die
Plasma-LCN2-Konzentration um eine renale Schädigung zu überwachen. Hingegen ist die
LCN2-Messung im Plasma bei geringen Schäden, bei denen es nach einer Erholungsphase
zu einer nahezu vollständigen Normalisierung der GFR kommt, deutlich besser als die
Bestimmung aus dem Urin geeignet. Im Plasma konnte selbst bei kleinen Veränderungen
der GFR ein deutlicher Anstieg der LCN2-Konzentration beobachtet werden, sodass eine
Unterscheidung von basalen Werten gut möglich ist. Der basale LCN2-Gehalt des Ur-
ins ist jedoch starken Schwankungen unterworfen, demzufolge können insbesondere kleine
Veränderungen der LCN2-Konzentration leicht übersehen werden.

Problematisch ist jedoch, dass die LCN2-Expression bei vielen verschiedenen Erkrankun-
gen ansteigen kann und dadurch Ergebnisse massiv verfälscht werden können. Bei den
durchgeführten Versuchen konnten keine extrarenalen Schäden festgestellt werden, sodass
die LCN2-Expression im Adeninmodell auf eine Schädigung der Niere zurückzuführen
war. Bei Untersuchungen am Menschen sollte jedoch auf mögliche extrarenale Schäden
geachtet werden.

Da in der Niere lediglich eine LCN2-Expression im distalen Tubulus und in den Sam-
melrohren nachgewiesen werden konnte, wäre es möglich, dass der Anstieg der LCN2-
Expression abhängig davon ist, welche Tubulusabschnitte geschädigt werden. Andere
Studien kamen jedoch auch zu dem Ergebnis, dass LCN2 in der gesunden Niere nahe-
zu vollständig durch den proximalen Tubulus resorbiert wird und erst eine Schädigung
der proximalen Tubuli zu einem Anstieg der LCN2-Konzentration im Urin führt [50]. An
sich wäre auch ein Abschätzen des Schädigungsmusters innerhalb der Niere mithilfe des
Verhältnisses zwischen Plasma- und Urin-LCN2-Konzentration denkbar. Bislang sind die
genauen Mechanismen der Sekretion von LCN2 in den Urin und ins Blut noch nicht voll-
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ständig geklärt. Ebenso sind die Signalkaskaden, welche eine LCN2-Expression auslösen,
noch größtenteils unbekannt. Weitere Untersuchungen diesbetreffend könnten einen wich-
tigen Beitrag zum Verständnis der Funktion von LCN2 bei der renalen Schädigung liefern
und könnten helfen verschiedene Erkrankungen anhand der Abhängigkeit der Expression
von bestimmten Signalwegen zu unterscheiden.

4.3.4 Auswirkungen der Adeninfütterung auf die renale KIM1-Expression

KIM1 könnte ein potentieller Biomarker für chronische Nierenerkrankungen sein. Viel-
versprechende Ergebnisse über die Aussagekraft von KIM1 bei chronischen Nierener-
krankungen ergaben beispielsweise Untersuchungen bei Patienten mit beginnender dia-
betischer Nephropathie [112], jedoch konnte kein genereller Zusammenhang zwischen der
KIM1-Expression und chronischen Nierenerkrankungen bestätigt werden [117]. Daher ist
es wichtig die KIM1-Expression beim chronischen Nierenschaden genauer zu untersuchen
um besser beurteilen zu können bei welchen Erkrankungen KIM1 als Biomarker geeignet
sein kann.

Im Ischämie-Reperfusionsmodell beobachteten Ajay et al. bei Ratten einen maximalen An-
stieg der KIM1-mRNA-Abundanz in der Nierenrinde nach 24 Stunden auf das 125-fache
und im Mark nach 6 Stunden auf das 60-fache des basalen Wertes [1]. Im Adeninmodell
konnte nur ein deutlich geringerer Anstieg der Abundanz nach dreiwöchiger Adeningabe
auf das 15,5-fache des basalen Wertes festgestellt werden. In den folgenden drei Wochen
der Erholung konnte ein Rückgang auf basale Werte beobachtet werden. Der in dieser
Studie gemessene Anstieg der KIM1-Abundanz war damit deutlich niedriger als beim
Ischämie-Reperfusionsmodell. Der geringere Anstieg könnte dabei darauf zurückgeführt
werden, dass es bei den verschiedenen Modellen zu einer verschieden stark ausgeprägten
Nierenschädigung kommt. Zudem könnten speziesspezifische Unterschiede einen Einfluss
auf die Ergebnisse haben, da von Ajay et al. Ratten anstatt Mäuse untersucht wurden.

Des Weiteren konnte eine starke Schwankung der KIM1-Abundanz nach drei Wochen
Adeningabe festgestellt werden. Auch bei der Untersuchung größerer Gruppen von Tieren
aus dem gleichen Versuchsaufbau konnten diese Schwankungen beobachtet werden. Diese
könnten mit der Schwere der Nierenschädigung zusammenhängen, da bei der Auswertung
der GFR ebenso starke Schwankungen nach drei Wochen Adeningabe detektiert werden
konnten.

Bei der histologischen Untersuchung konnte in der gesunden Niere kaum KIM1-mRNA
nachgewiesen werden. Diese Beobachtung machten auch Cai et al. bei der immunhisto-
chemischen Untersuchung menschlicher Nieren [20]. Nach dreiwöchiger Adeningabe zeigte
sich eine deutliche Zunahme der KIM1-Expression in der Rinde und dem Außenstreifen des
äußeren Marks. Hingegen konnten Ichimura und Kollegen in einem Ischämie-Reperfusions-
Versuch bei Ratten 48 Stunden nach der Ischämie lediglich im Außenstreifen der äußeren
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Medulla und in den Markstrahlen KIM1-exprimierende Zellen nachweisen, jedoch nicht in
anderen Tubulusabschnitten, die Pars convoluta des proximalen Tubulus mit eingeschlos-
sen [57]. Basal wurde vor allem im S3-Segment des proximalen Tubulus KIM1 exprimiert
und nach drei Wochen Adenin konnte eine Betonung der KIM1-Expression im Bereich des
Außenstreifens der äußeren Medulla und in den tiefen Rindenbereichen beobachtet wer-
den. Die unterschiedliche Stärke und Verteilung der KIM1-Expression könnte durch die
Art und Schwere des jeweiligen verursachten Schadens der verwendeten Modelle begründet
sein. Da die in dieser Studie beobachtete KIM1-Expression mit einer erhöhten Kollagen-
1-Expression in den betroffenen Bereichen einherging, scheint die KIM1-Expression nach
dreiwöchiger Adeningabe die Nierenschädigung im Bereich der Rinde und dem Außen-
streifen des äußeren Marks wiederzuspiegeln.

Insgesamt weisen sowohl die Befunde der qPCR als auch der in-situ-Hybridisierung auf
einen schnellen Rückgang der KIM1-Expression nach der akuten Schädigung hin. Ein
schneller Rückgang der KIM1-Expression wurde auch von Ko und Kollegen in Nieren von
Mäusen innerhalb der ersten vier Wochen nach ischämischem Schaden festgestellt. Sie
konnten am Ende der Beobachtung leicht erhöhte Werte für die KIM1-Expression mit-
hilfe einer qPCR messen [72]. Da in der vorliegenden Studie in allen mittels der in-situ-
Hybridisierung untersuchten Nieren eine leicht erhöhte KIM1-Expression nach dreiwöchi-
ger Adeningabe und drei Wochen Erholung beobachtet werden konnte, ist davon auszuge-
hen, dass die KIM1-Expression auch nach dem Ende der Schädigung für einen Zeitraum
erhöht bleibt. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die Kollagen-1-Expression in
den drei Wochen der Erholung weniger stark als die KIM1-Expression zurück ging und
trotz des Abfalls noch deutlich erhöht blieb. KIM1 scheint also in einem engeren zeitlichen
Zusammenhang mit dem akuten Schadensstimulus zu stehen als Kollagen 1, welches auch
an wichtigen Aufgaben bei der langfristigen Entwicklung einer Fibrose beteiligt ist [38].

Um den Zusammenhang zwischen der KIM1-Expression und der Veränderung der GFR
zu überprüfen, wurde die KIM1-Konzentration im Urin und im Plasma gemessen. Im Urin
konnte ein mittlerer Anstieg der KIM1-Protein-Konzentration nach drei Wochen Adenin-
fütterung auf das 64-fache des basalen Mittelwertes beobachtet werden. Dabei fiel jedoch
auf, dass sich zwei Gruppen bildeten mit stark unterschiedlicher KIM1-Konzentration im
Urin. Während bei der einen Gruppe lediglich Werte zwischen 1 und 5 ng/ml bei einem Ab-
fall der GFR zwischen 55 und 75 % erreicht wurden, konnte bei den anderen Mäusen Werte
zwischen 30 und 35 ng/ml und ein Abfall der GFR zwischen 80 und 90 % beobachtet werden.
Einen ähnlichen Befund ergaben auch Untersuchung in Ischämie-Reperfusionsmodellen.
So stellten Vaidya und Kollegen 24 Stunden nach Ischämie bei einer Ischämiezeit von
10 min einen Anstieg der KIM1-Konzentration auf 5 ng/ml fest, während nach 20-, 30-
und 45-minütiger Ischämiezeit nach 24 Stunden Werte zwischen 25 und 35 ng/ml beob-
achtet wurden [130]. Es scheint also einen kritischen Punkt zu geben ab dem die KIM1-
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Konzentration rasant zunimmt. Dennoch eignet sich die KIM1-Konzentration im Urin
auch dafür geringere Schäden anzuzeigen, da es selbst beim geringsten in der vorliegen-
den Studie beobachteten Anstieg der KIM1-Konzentration zu einer Verfünffachung des
basalen Wertes kam.

Entgegen der Erwartungen stieg die KIM1-Konzentration im Mittel nicht bis zur 3. Woche
der Adeningabe an, sondern erreichte bereits in der 2. Woche ihr Maximum. Die GFR
sank jedoch auch noch während der dritten Woche der Adeningabe, wenn auch schwächer,
weiter ab. In anderen Studien wurde ebenso beobachtet, dass die KIM1-Konzentration im
Urin nicht im direkten Zusammenhang mit der GFR steht [117]. Auch die Ischämie-
Reperfusionsversuche von Vaidya et al. zeigten, dass ab einer Ischämiezeit von 20 min
kein signifikant größerer Anstieg der KIM1-Konzentration nach 24 Stunden im Urin bei
längerer Ischämiedauer erfolgte [130]. Es könnte also eine Schädigungsintensität geben,
ab der die KIM1-Expression nicht weiter ansteigt, was beispielsweise durch eine vermehr-
te Apoptose betroffener Zellen ausgelöst werden könnte. Andererseits konnte beobachtet
werden, dass in der dritten Woche der Adeningabe die GFR durchschnittlich deutlich
schwächer abfiel als in den beiden Wochen davor, sodass auch das ein Grund für den
leichten Abfall der KIM1-Konzentration im Urin sein könnte.

Nach dreiwöchiger Erholung konnte ein starker Rückgang der KIM1-Konzentration im
Urin beobachtet werden. Selbst bei den Mäusen bei denen die KIM1-Konzentration nach
drei Wochen Adeningabe auf über 30 ng/ml anstieg, konnten nach der Erholung nur noch
Werte unter 1 ng/ml nachgewiesen werden. Die Ausscheidung von KIM1-Protein findet also
nur in der akuten Schädigungsphase in größeren Mengen statt, was die Beurteilung der
Nierenfunktion während der Erholungsphase mithilfe der KIM1-Konzentration im Urin
erschwert.

Im Plasma lag die KIM1-Konzentration deutlich unter dem KIM1-Gehalt des Urins. Basal
gelang der KIM1-Nachweis im Plasma nicht, da die KIM1-Konzentration unterhalb der
Nachweisgrenze des verwendeten Assays lag, welche vom Hersteller mit einem Wert zwi-
schen 0,22 und 2,18 pg/ml angegeben wird. Dementgegen konnten in anderen Studien bei
gesunden Mäusen deutlich höhere KIM1-Konzentrationen im Plasma festgestellt werden
[110]. Eine Ursache dafür, dass basal kein KIM1-Protein im Plasma nachgewiesen werden
konnte, könnte sein, dass die in dieser Studie untersuchten Mäuse zwei bis vier Wochen
älter waren als die, welche Sabbisetti et al. [110] verwendeten. Des Weiteren wurden im
Gegensatz zu der Arbeitsgruppe keine BALB/C-Mäuse, sondern C57BL/6-Mäuse verwen-
det.

Die gemessene Maximalkonzentration im Plasma lag mit 2 ng/ml weit unter dem im Urin
gemessenen Maximalwert mit 56 ng/ml. Diese Beobachtung kann auch durch andere Studi-
en bestätigt werden. Selbst nach siebentägiger einseitiger Ureterobstruktion bei Mäusen
konnten Sabbisetti und Kollegen nur einen Anstieg der KIM1-Konzentration im Plasma
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auf Werte zwischen 0,1 und 0,15 ng/ml feststellen [110]. Auffällig ist auch, dass bei den
Mäusen mit geringeren Schäden (GFR-Abfall von 55 bis 75 %) keine oder kaum eine Ver-
änderung der Plasma-KIM1-Konzentration zu beobachten war. Nur bei schweren Nieren-
schäden (GFR-Abfall zwischen 80 und 90 %) konnte ein Anstieg der KIM1-Konzentration
im Plasma beobachtet werden, welche dann auf niedrigem Niveau einen ähnlichen Verlauf
wie die KIM1-Konzentration im Urin annahm.

Die Ursache für die deutlich niedrigeren KIM1-Spiegel im Plasma im Vergleich zum Urin
könnte darin liegen, dass die extrazelluläre Domäne von KIM1 mithilfe von Matrixme-
talloproteinasen von der Zelloberfläche abgetrennt werden und damit das lösliche KIM1
direkt in den Urin gelangen kann [6].

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass die KIM1-Konzentration im Plasma deutlich
niedriger war und auch weniger stark anstieg als im Urin. Vor allem bei gering ausgepräg-
ten Schäden, wie sie bei Maus 2 beobachtet werden konnten, ist die KIM1-Konzentration
im Plasma kein guter Marker um eine Nierenschädigung zu detektieren. Als Nebenbefund
fiel auf, dass es bei Mäusen mit geringer basaler KIM1-Expression auch zu einem geringe-
ren Anstieg der KIM1-Konzentration kam. Für valide Aussagen müssten an dieser Stelle
jedoch noch mehr Mäuse untersucht werden.

In gesunden Nieren konnten Ichimura et al. kaum KIM1-mRNA über in-situ-Hybridi-
sierungen nachweisen [57]. Immunhistochemisch konnten Ichimura und Kollegen in einer
anderen Studie basal kein KIM1-Protein in der Niere detektieren [60]. Es ist also davon
auszugehen, dass basal nur geringe Mengen an KIM1 in der Niere exprimiert werden. In
den durchgeführten Untersuchungen konnte ebenso basal nur eine geringe KIM1-mRNA-
Expression in der Niere festgestellt werden. Lediglich im S3-Segment des proximalen Tu-
bulus ließ sich KIM1-mRNA nachweisen. Alle anderen Tubulussegmente, das S1- und
S2-Segment des proximalen Tubulus eingeschlossen, exprimierten basal kein KIM1.

Eine erhöhte KIM1-Expression steht im Zusammenhang mit der Schädigung des pro-
ximalen Tubulus sowohl bei der akuten Nierenschädigung als auch bei verschiedenen
chronischen Nierenerkrankungen [49][54]. Untersuchungen der KIM1-Expression mittels
Immunhistochemie und in-situ-Hybridisierung ergaben jedoch sehr unterschiedliche Er-
gebnisse. Ichimura und Kollegen stellten in Ischämie-Reperfusionsversuchen eine erhöhte
KIM1-Expression in den proximalen Tubuli im Außenstreifen der äußeren Medulla und
in den Markstrahlen der Rinde fest. In allen anderen Tubulusabschnitten konnten sie
hingegen keine KIM1-mRNA nachweisen. Zusätzlich beobachteten sie einen Verlust des
Bürstensaums, ein abgeflachtes Epithel und Zelldetritus in den Tubuli [57]. Dementge-
gen konnte Zhao et al. bei Ratten im Verlauf der diabetischen Glomerulopathie KIM1-
Ablagerung bei 20 Wochen alten Ratten im parietalen Blatt der Bowman-Kapsel, in den
Glomerulusschlingen und in den Epithelzellen des proximalen Tubulus nachweisen [147].
Bei der Induktion eines Nierenschadens mithilfe von Cisplatin beobachteten Nozaki et
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al. bei Mäusen initial lediglich eine geringe Expression von KIM1 in den proximalen
Tubuli der äußeren Medulla. Bereits drei Tage nach der Cisplatin-Gabe kam es zu ei-
nem deutlichen Anstieg der Expression. Die Arbeitsgruppe wies KIM1 in vielen Tubuli
der geschädigten äußeren Medulla nach [97]. Diese Ergebnisse legen einerseits nahe, dass
KIM1 besonders in den distaleren Abschnitten des proximalen Tubulus exprimiert wird.
Andererseits zeigen sie auch, dass die KIM1-Expression stark variiert abhängig von der
Schädigungsursache.

Nach drei Wochen Adenin konnte ein starker Anstieg der KIM1-Expression im gesamten
proximalen Tubulus beobachtet werden. In allen anderen Tubulusabschnitten konnte keine
KIM1-mRNA nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte auch keine KIM1-Expression im
parietalen Blatt der Bowman-Kapsel oder in den Glomerulusschlingen festgestellt werden,
wie sie von Zhao et al. beschrieben wurden [147], was wahrscheinlich mit der unterschied-
lichen Schädigungsursache zusammenhängt. Während die diabetische Nephropathie mit
einem glomerulären Schaden mit Verdickung der glomerulären Basalmembran und knoti-
gen Veränderungen im Mesangium einhergeht [106], kommt es bei der Adenin-induzierten
Nierenfibrose primär zu einer tubulären Schädigung, welche im proximalen Tubulus be-
sonders akzentuiert ist [73]. Zwar wurden in einigen Studien auch gewisse Schäden im
Bereich der Glomeruli im Adeninmodell beobachtet [107], jedoch reichten diese Schäden
anscheinend nicht aus um eine KIM1-Expression zu induzieren.

Auffällig ist, dass in einigen Studien zur Cisplatin-induzierten chronischen Nierenerkran-
kung lediglich in bestimmten Abschnitten des proximalen Tubulus eine KIM1-Protein-
Expression infolge einer Schädigung nachgewiesen werden konnte [97], in anderen hinge-
gen im gesamten proximalen Tubulus KIM1 festgestellt wurde [127]. Eine Ursache dafür
könnte sein, dass bei leichteren Nierenschäden nur schwer geschädigte Tubulussegmente
durch eine erhöhte KIM1-Expression auffielen. Die Intensität der Schädigung durch die
dreiwöchige Adeningabe hätte demnach in der vorliegenden Studie ausgereicht um eine
KIM1-Expression im gesamten proximalen Tubulus zu induzieren. Ob bei kürzerer Ade-
ningabe oder geringerer Adenin-Konzentration im Futter nur bestimmte Segmente des
proximalen Tubulus geschädigt werden würden, bleibt ungeklärt.

In den drei Wochen der Erholung konnte ein starker Rückgang der KIM1-Expression be-
obachtet werden. Dabei blieb die KIM1-Expression insbesondere in tiefen Bereichen der
Rinde und im Außenstreifen der äußeren Medulla erhöht, was darauf hinweist, dass in
diesen Bereichen der Schaden größer war als in anderen Abschnitten. Dies könnte mit
den anatomischen Bedingungen zusammenhängen, durch die medullären Anteile des pro-
ximalen Tubulus schlechter als die kortikalen Abschnitte versorgt werden. Des Weiteren
konnten vereinzelt Tubuli beobachtet werden, welche lediglich KIM1 jedoch keinen ande-
ren der untersuchten funktionellen Marker exprimierten. Da festgestellt werden konnte,
dass die Expression von Megalin, NKCC2 und AQP2 bei zunehmender Schädigung des

78



Gewebes abnahm, ist davon auszugehen, dass es sich dabei um besonders stark geschä-
digte Tubuli handelte.

4.3.5 Aussagekraft der KIM1-Expression hinsichtlich renaler Schädigungen

In dieser Studie konnte keine KIM1-Expression außerhalb der Niere nachgewiesen werden.
Andere Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dass die KIM1-Expression in der Niere
10-mal höher ist als in den meisten anderen Organen [67]. Es ist also von einer hohen
Organspezifität von KIM1 auszugehen.

Ein direkter Zusammenhang zwischen der KIM1-Konzentration im Urin oder im Plas-
ma und der GFR konnte nicht nachgewiesen werden. Ebenso konnten auch andere Ar-
beitsgruppen keinen direkten Zusammenhang zwischen der KIM1-Expression und der
estimated glomerular filtration rate (eGFR) feststellen [117]. Jedoch schien die KIM1-
Konzentration im Urin in den ersten beiden Wochen der Adenin-Gabe in einem Zusam-
menhang mit der GFR und damit auch mit der Nierenschädigung zu stehen. Selbst bei
kleineren Schäden stieg die KIM1-Konzentration im Urin stark an und wies damit eine
hohe Sensitivität für Nierenschäden innerhalb des Adeninmodells auf.

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die KIM1-Konzentration im Urin inner-
halb der drei Wochen der Erholung schnell abfiel und nach drei Wochen die KIM1-
Konzentration nicht mehr signifikant erhöht war im Vergleich zu den basalen Werten.
Somit konnte auch ein enger zeitlicher Zusammenhang zwischen der Proteinablagerung
und renalen Schäden beobachtet werden. Daher könnte KIM1 ein nützlicher Biomarker
sein um auch bei wiederholten Schädigungen einen neuen Schaden zu detektieren.

Interessant wäre eine Untersuchung der KIM1-Konzentration bei einer längerfristigeren
Adeningabe mit einem Adenin-ärmeren Futter um zu kontrollieren, ob auch bei länger-
anhaltender geringer Schädigung noch ein Zusammenhang zwischen GFR und KIM1-
Konzentration nachweisbar ist.

Die KIM1-Konzentration im Plasma eignete sich nur sehr bedingt um renale Schäden zu
identifizieren. Nur bei schweren Nierenschäden mit einem Abfall der GFR um mehr als
80 % konnte im Plasma ein eindeutiger Anstieg des KIM1-Gehaltes festgestellt werden.
Geringere Schäden führten nicht zu einer signifikanten Änderung der KIM1-Konzentration
im Plasma und würden somit unerkannt bleiben.

Des Weiteren konnte nur in Epithelzellen des proximalen Tubulus eine KIM1-Expression
nachgewiesen werden. Daher könnte es sein, dass Schäden am distalen Tubulus oder an
den Sammelrohren nicht durch einen Anstieg der KIM1-Expression detektiert werden
können.
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4.3.6 Koexpression von LCN2 mit KIM1

LCN2 konnte in Sammelrohren und in distalen Tubuli nachgewiesen werden. In Kohybri-
disierungen von LCN2 mit Megalin, einem funktionellen Marker des proximalen Tubulus
[74], konnte keine Koexpression festgestellt werden.

KIM1 konnte lediglich im proximalen Tubulus nachgewiesen werden. Diese Beobachtung
machten auch andere Arbeitsgruppen [49][54][20].

Daher wurde erwartet, dass keine Kolokalisierung von LCN2 und KIM1 in Kohybridisie-
rungen nachweisbar wären. Zwar konnte größtenteils die Expression von KIM1 und LCN2
klar voneinander abgegrenzt werden, jedoch konnten entgegen der Erwartungen auch we-
nige Tubuli nachgewiesen werden, welche KIM1 und LCN2 koexprimierten. Alle Versuche
diese Tubuli einzuordnen mithilfe funktioneller Marker wie Megalin, SGLT1, NKCC2 oder
AQP2 scheiterten. Da die beobachteten Tubuli keine der untersuchten funktionellen Mar-
ker exprimierten ist davon auszugehen, dass es sich um besonders stark geschädigte Tubuli
handelte. Aufgrund der anatomischen Lage dieser Tubuli im Bereich des äußeren Markes
und der Rinde handelte es sich dabei vermutlich um proximale oder distale Tubuli. Daher
wurde wahrscheinlich entweder KIM1 von einigen distalen Tubuli oder LCN2 von ein paar
proximalen Tubuli exprimiert. Abschließend ist jedoch zu betonen, dass KIM1 und LCN2
weitgehend voneinander verschiedene Expressionsorte vorweisen.
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5 Zusammenfassung

Bei KIM1 und LCN2 handelt es sich um zwei Proteine, deren Funktion bisher nur teilweise
verstanden ist. In den letzten Jahrzehnten trat insbesondere ihre Bedeutung als Biomar-
ker für renale Schädigungen in den Vordergrund. Beim akuten Nierenschaden lieferten
viele Studien sehr vielversprechende Ergebnisse. Der Ablauf der renalen Schädigung bei
chronischen Nierenerkrankungen unterscheidet sich zum Teil erheblich vom Verlauf beim
akuten Schaden. Daher wären auch Untersuchungen eines möglichen Zusammenhangs der
beiden Marker mit der Schwere des Schadens im Zuge der CKD notwendig. Hierbei stell-
te sich LCN2 als vielversprechender Marker heraus. Ein allgemeiner Zusammenhang der
KIM1-Expression mit chronischen Nierenerkrankungen konnte nicht nachgewiesen wer-
den. Da jedoch bei bestimmten Arten der CKD ein Zusammenhang zwischen der KIM1-
Expression und der GFR und anderen Nierenfunktionsparametern zu bestehen scheint,
sind weiterführende Untersuchungen von KIM1 sinnvoll. Hierfür werden auch Tiermodelle
benötigt um die KIM1-Expression genauer untersuchen zu können. Das Adeninmodell ist
ein etabliertes Modell zur Induktion einer CKD, welches aufgrund seiner relativ einfachen
Durchführung gut reproduzierbar ist. Ob die KIM1-Expression im Adeninmodell im Zu-
sammenhang mit der renalen Schädigung steht, war bislang unklar.

Die Induktion eines Nierenschadens mittels Adenin führte zu einem Anstieg der KIM1-
Expression in den proximalen Tubuli. Dabei war die Expression jedoch nur segmentär er-
höht. Kohybridisierungen mit Kollagen 1 und histologische Untersuchungen des Gewebes
ergaben, dass es sich um die geschädigten Nierenabschnitte handelte. Der Vergleich mit
früheren Untersuchungen an akut ischämisch oder toxisch geschädigten Nieren zeigte nur
geringfügige Unterschiede. In der Erholungsphase nahm die KIM1-Expression schnell ab
und lag nach drei Wochen nur noch leicht über dem basalen Mittel. Die KIM1-Expression
scheint daher in einem engen zeitlichen Zusammenhang mit der Nierenschädigung im Ade-
ninmodell zu stehen.

Des Weiteren konnte während der Beobachtung keine extrarenale KIM1-Produktion fest-
gestellt werden. Daher ist von einer hohen Nierenspezifität von KIM1 auszugehen.

Ein eindeutiger Zusammenhang der KIM1-Protein-Konzentrationen im Urin und im Plas-
ma mit der GFR konnte nicht nachgewiesen werden. Jedoch eignete sich die KIM1-
Konzentration im Urin gut um eine Schädigung der Niere anzuzeigen. Der KIM1-Gehalt
im Plasma eignet sich nur schlecht zur Beurteilung des Nierenschadens im Adeninmodell.

Auch die LCN2-Expression nahm während der Adeningabe stark zu und erreichte nach den
drei Wochen der Erholung wieder nahezu die basalen Werte. Die LCN2-Konzentrationen
im Urin und im Plasma scheinen mit der GFR assoziiert zu sein. Sowohl Plasma- als
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auch Urin-Konzentration spiegeln den renalen Schaden wider. In der Niere wird LCN2
im distalen Tubulus und in den Sammelrohren exprimiert. Eine Anreicherung von LCN2-
Protein im proximalen Tubulus konnte nicht beobachtet werden. Weiterhin konnte keine
Erhöhung der extrarenalen LCN2-Expression festgestellt werden.

Letzten Endes spiegeln beide Marker die renale Schädigung im Adeninmodell wider. Wäh-
rend LCN2 in einem engeren Zusammenhang mit der GFR zu stehen scheint, ist der pro-
zentuale Anstieg der Proteinexpression bei KIM1 deutlich höher. Des Weiteren ist KIM1
relativ Nieren-spezifisch, hingegen wird LCN2 in hohen Mengen auch extrarenal expri-
miert. Um LCN2 oder KIM1 gezielt als Biomarker in der Diagnostik von Nierenschäden
nutzen zu können, werden weitere Studien nötig sein.
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