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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die Niere

1.1.1 Lage und Aufbau

Die Nieren sind ein paarig angelegtes Organ, welches lebenswichtige Funktionen fur
den Organismus ausubt und seitlich im Retroperitonealraum liegt. Eine einzelne Niere
eines ausgewachsenen Menschens ist in der Regel ca. 12 cm lang, 6 cm breit und
wiegt etwa 150 g und wird von einer Kapsel aus Bindegewebe (Capsula fibrosa renis)
und einer Fettkapsel (Capsula adiposa renis) umgeben. Grob wird die Niere in

Nierenhilus und Nierenparenchym unterteilt (Klingele und Brodmann 2017).

Im Nierenhilus findet der Bluttransport tUber die Arteria renalis und Vena renalis als
auch der Abtransport des Urins Uber den Harnleiter (Ureter) zur Blase statt. Das
Nierenparenchym besteht aus der 1-1,5 cm dicken Rinde (Cortex renalis) und dem
innenliegenden Mark (Medulla renalis) (Abbildung 1). Die Niere ist von einer Schicht
aus Bindegewebe, der Nierenkapsel, umhdullt. Das Nierenmark ist in 10-12
kegelformige Markpyramiden (Pyramides renales) unterteilt. Eine Markpyramide
besitzt breit gefacherte Markstrahlen, die in Richtung Nierenrinde zeigen, und in
entgegengesetzter Richtung spitz zulaufende Nierenpapillen (Papillae renales),
welche in einen kleinen Nierenkelch (Calix renales) munden. Die kleinen und grofl3en
Nierenkelche (Calices minores renales et calices majores renales) vereinen sich zum

Nierenbecken (Pelvis renalis), welches sich zum Harnleiter verjungt.

Die Nephrone erstrecken sich Uber Rinde und Mark und bilden die funktionellen
Einheiten der Niere, in denen unter anderem die Bildung des Urins stattfindet. Das
Nephron besteht zum einen aus dem Glomerulum, welches im Bereich des Cortex liegt
und als eine Art Filter den Primarharn aus dem Blut abpresst. Den anderen Teil des
Nephrons bildet das tubulare System, welches im Mark sitzt und fir die Resorption von
Wasser, Glucose und Salzen aus dem Primarharn verantwortlich ist, aber auch zur
Sekretion von bestimmten Elektrolyten dient. Eine einzelne menschliche Niere enthalt

ca. 1-3 Millionen Nephrone (Klingele und Brodmann 2017).
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Niere. Makroskopischer Langsschnitt durch die
Niere mit Unterteilung in Nierenrinde und Nierenmark. Diese beherbergen die Nephrone,
welche den Harn tber Sammelrohre in das Nierenbecken und zu den abfuhrenden Harnwegen
leiten (Abb. von Nowack et al. 2009).

1.1.2 Aufbau und Funktion des Glomerulums und
Tubulussystems

Das Glomerulum ist die kugelformige Filtrationseinheit, die aus einer Hulle, der
Bowman-Kapsel, und einem innenliegenden GefalRknauel besteht (Klingele und
Brodmann 2017). Dieses GefalRknauel besteht aus feinen Kapillaren, aus deren
Lacken Flussigkeit aus dem Blut heraus in die Bowman-Kapsel gelangen kann. Die
Kapillaren entstammen einer afferenten Arteriole und das gefilterte Blut verlasst das
Glomerulum wieder in einer vereinten efferenten Arteriole (Abbildung 2). Podozyten,
die ihren Namen durch ihre langen, ineinander verzahnten Fortsatze erhalten haben,
bilden die Schlitzmembran als wichtigen Bestandteil der Blut-Harn-Schranke. Sie
liegen auf den Endothelzellen der Kapillaren auf und sorgen daflr, dass Molekule ab
einer Grofe von ca. 65.000 Dalton (wie zum Beispiel Albumin) nicht in den Primarharn
gelangen. Des Weiteren sorgt die negative Ladung der Basalmembran daflr, dass
insbesondere Proteine nicht aus dem Blut gefiltert werden. Im Laufe eines Tages
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werden ca. 180 Liter (60-faches Plasmavolumen) Primarharn abgepresst. Dieser
Primarharn lauft anschlieRend durch das Tubulussystem und aufgrund von
Ruckresorption bleibt zum Schluss lediglich ein Volumen von 1,5-2 Liter Gbrig, welches

als Urin ausgeschieden wird.

juxtaglomerularer

Glomerulus Apparat proximaler Tubulus

‘\':‘A distaler Tubulus

= Sammelrohr

efferente
Arteriole

Bowman-
Kapsel

afferente
Arteriole

A. arcuata

V. arcuata

absteigender Teil der
Henle-Schleife

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Nephrons. Das Nephron, als kleinste
Funktionseinheit der Niere, bestehend aus Nierenkdrperchen und Tubulussystem, filtriert den
Primarharn, aus dem im Anschluss verschiedene Stoffe sowohl sezerniert als auch
ruckresorbiert werden. Das Tubulussystem konzentriert den Harn und mindet in das
Sammelrohr. Der juxtaglomerulare Apparat steuert den Filtrationsdruck zur Primarharnbildung
und reguliert den Blutdruck (Abb. von Larsen 2016).

Neben Wasser und Elektrolyten werden auch nutzliche Blutbestandteile wie Glucose,
kleine Proteine und Aminosauren riickresorbiert. In ihrer Aufgabe als exkretorisches
Organ werden Uber die Niere harnpflichtige Endprodukte des Purin- und
Stickstoffstoffwechsels (Kreatinin, Harnstoff, Harnsaure) sowie vom Korper

aufgenommene Fremdstoffe Uber den gebildeten Harn ausgeschieden. Des Weiteren

3
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werden auch uberschussige Elektrolyte und Sauren aus dem Korper entfernt und somit

reguliert die Niere den Elektrolythaushalt und das Saure-Basen-Gleichgewicht.

Die Niere Ubernimmt zusatzlich auch Aufgaben eines endokrines Organs und ist
involviert in der Synthese und Metabolisierung von Hormonen wie Prostaglandinen
und Erythropoetin (Klingele und Brodmann 2017). Uber das Renin-Angiotensin-
System wird, ausgehend von der Niere, Einfluss auf den Blutdruck und
Elektrolythaushalt genommen. Zusatzlich wird in den proximalen Tubuluszellen
Calcitriol, die aktive Form von Vitamin Ds, gebildet, wodurch der Kalzium- und
Phosphathaushalt reguliert wird. Die Tubuli sind umgeben von Kapillaren, wodurch ein
Austausch von Wasser und anderen Molekulen zwischen dem im Tubuluslumen
befindlichem Urin und dem Blut stattfinden kann. Letztendlich mundet das
Tubulussystem aus dem Nierenmark in das Nierenbecken und der Urin wird von dort

aus uber den Ureter zur Harnblase geflhrt.

1.2 Nierenfibrose

Eine Fibrose beschreibt die ibermalige, unkontrollierte Ablagerung von Bindegewebe
nach Gewebeschadigung, welche zur Narbenbildung (Sklerose) im Gewebe fuhrt. Die
Filtration des Blutes in der Niere wird hierdurch gestort, was zu einem volligen
Funktionsverlust des Organs flhren kann. Die Fibrose ist ein wichtiges
Charakteristikum von nahezu jeder Form der chronischen Niereninsuffizienz (chronic
kidney disease, CKD) an der allein in den Vereinigten Staaten Uber 30 Millionen
Menschen leiden (Saran et al. 2019). Es wird zudem vom US Zentrum flr
Krankheitskontrolle und Pravention beflirchtet, dass 47% der Uber 30 Jahre alten
Biarger in ihrem Leben an einer CKD erkranken werden (Hoerger et al. 2010). Dies
liegt auch an der rasant steigenden Anzahl an Diabetikern, von denen 36% an einer
CKD leiden und die als diabetische Nephropathie (DN) bezeichnet wird (Saran et al.
2019). Dieser hohe Anteil wirkt besonders dramatisch, da die Anzahl der Diabetiker im
Jahr 2019 weltweit schon auf 463 Millionen Erwachsene (Uber 20 Jahre) gestiegen ist
und im Jahr 2045 bei 700 Millionen liegen kénnte (Saeedi et al. 2019). Uber das Leiden
der Menschen hinaus bedeutet dies auch eine grofRe finanzielle Belastung flr das
Gesundheitssystem und verschlingt jetzt schon allein in den USA jahrlich Uber 80
Milliarden USD fur die Behandlung der CKD und dber 30 Milliarden USD fiur die

4
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terminale Niereninsuffizienz (end-stage renal disease, ESRD), der letzten Stufe der
CKD (Saran et al. 2020). Leider gibt es bisher nur wenige pharmakologische
Therapiemoglichkeiten zur Verlangsamung der Progression der CKD wie die
Inhibierung des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (angiotensin converting
enzyme, ACE), Blockade des Angiotensinrezeptors |, Blutdruckkontrolle und
Natriumbikarbonat gegen metabolische Azidose (“KDOQI Clinical Practice Guideline
for Diabetes and CKD: 2012 Update” 2012). Die Behandlungserfolge sind jedoch
immer noch gering. Ungefahr 16% der Dialysepatienten versterben und die Zahl der
Patienten, welche an einer CKD und spater ESRD erkranken, steigt weiterhin an
(Saran et al. 2020).

Die Fibrose ist ein Krankheitsbild, welches sich nicht nur in der Niere, sondern in vielen
Organen in gleicher Weise finden lasst und es wird vermutet, dass fast die Halfte aller
Todesursachen in den entwickelten Landern auf fibrotische Erkrankungen
zurlckzufuhren sind (Wynn 2008). Unter anderem spielen fibrotische Prozesse auch
bei Zirrhose, Kardiomyopathien und idiopathischer Lungenfibrose eine wichtige Rolle
(Wynn 2011; Ke und Chen 2012; Weber et al. 2013; Kong et al. 2014).

Die Nierenfibrose kann durch einen Gewebeschaden, Entziindung oder auch hohe
Glukosespiegel verursacht werden (Paradis et al. 2001; Li et al. 2003; Yang et al.
2011). Die extrazellularen Matrixproteine, welche das Bindegewebe bilden, lagern sich
bei der Nierenfibrose besonders im Interstitium (tubulointerstitielle Fibrose) aber auch
in den Glomeruli (Glomerulosklerose) und in den Blutgefallen (Arteriosklerose) an
(Abbildung 3). Kollagen |, das am haufigsten gebildete Matrixprotein, aber auch
Kollagen lll, V, VI, VIl und XV und auch Fibronektin werden bei Fibrose verstarkt
exprimiert (Genovese et al. 2014). Fir die tubulointerstitielle Fibrose spielen vor allem
aktivierte Fibroblasten eine Rolle, welche sich anhand der Expression von alpha-
smooth muscle actin (a-SMA), das Mikrofilamente fur die Anheftung der Zellen an die
ECM bildet, erkennen lassen (Zhou und Liu 2016). Fur die Entstehung einer
Glomerulosklerose sind vor allem Mesangiumzellen verantwortlich, welche durch
Proliferation und exzessiver Bildung extrazellularer Matrix flr die Zerstérung der

empfindlichen Filtrationseinheit sorgen konnen (Wahab et al. 1996; Lee 2011).
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Tubulointerstitielle Fibrose ‘

- g’

Abbildung 3: Histologischer Schnitt durch eine fibrotische Niere. Methenamin-basierte
Silberfarbungen mit Masson-Trichrom-Gegenfarbung. Braune Farbung der Kollagenfasern der
glomerularen Basalmembran und der GefalRwande und leicht grine Farbung des interstitiellen
Bindegewebes. Der Balken entspricht 50 um (Abb. modifiziert von Hewitson 2012).

Eine entscheidende Rolle in der Entstehung von Fibrose und in der Steuerung der
Myofibroblasten spielt das Zytokin transforming growth factor beta-1 (TGF-1) (Kanzler
et al. 1999; Grupp et al. 2001). Es wird vermutet, dass Tubuluszellen in der Lage sind
Uber die sogenannte Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) teilweise einen
myofibroblastenartigen Phanotyp zu erlangen. In diesem Kontext wurden mehrere
Modelle zur CKD wie Unilaterale Ureterobstruktion (UUQO), Nephrotoxische
Serumnephritis und Folsaure-induzierte Nephropathie mit konditionellen Snai1- oder
Twist1-Knockout-Mausen untersucht (Grande et al. 2015; Lovisa et al. 2015). Diese
Studien zeigten, dass die Nierenfibrose durch die in den Knockout-Mausen erreichte
Inhibition des EMT-Programms reduziert und die Funktion und Regeneration der

Tubuluszellen verbessert werden konnte.
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Des Weiteren fuhrt auch eine gestorte Beta-Oxidation in den Tubuluszellen zu ATP-
Mangel, Lipidakkumulation und Zelltod, wodurch eine Nierenfibrose beglnstigt wird
(Kang et al. 2015). Untersuchungen von Kang et al. (2015) zeigten, dass der stark
profibrotische Wachstumsfaktor TGF-B in der Lage ist, die Expression wichtiger
Enzyme wie die Carnitin-Palmitoyltransferase 1, welche den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt der Beta-Oxidation durchflhrt, zu unterdricken. In einer
anderen Studie wurde gezeigt, dass TGF-B auch Uber microRNA-21 den
Metabolismus in Tubuli stdren und somit zur Fibrose beitragen kann (Gomez et al.
2015).

1.3 Sphingolipide
1.3.1 Geschichte

Sphingolipide sind essentielle Bestandteile von eukaryotischen Zellmembranen und
wurden auch in manchen Prokaryoten nachgewiesen (LaBach und White 1969;
Hannun und Bell 1989). Das strukturelle Rlckgrat aller Sphingolipide bildet das
Molekul Sphingosin. Sphingolipide werden vermehrt im Nervengewebe gefunden und

haben verschiedene Funktionen inne.

Die Stoffklasse der Sphingolipide wurde erstmals 1884 vom hessischen Arzt Johann
Ludwig Wilhelm Thudichum in seiner Arbeit ,A Treatise on the Chemical Constitution
of the Brain“ beschrieben, nachdem er diese aus den Gehirnen von Ochsen und
Menschen isoliert hatte. Da ihre Struktur und Funktion fur ihn ein Ratsel darstellte,
benannte er sie nach der mythischen Figur Sphinx (Huwiler et al. 2000; Futerman und
Hannun 2004). Zunachst wurde davon ausgegangen, dass Sphingolipide lediglich eine
strukturelle Aufgabe fur Zellmembranen haben und es dauerte etwa hundert Jahre bis
gezeigt werden konnte, dass bestimmte Sphingolipide als Signalmolekile wirken

konnen.

So wurde 1991 herausgefunden, dass Sphingosin-1-Phosphat (S1P) in der Lage ist,
Genexpression und Proliferation in Swiss 3T3-Fibroblasten zu induzieren und ihre
Morphologie zu beeinflussen (Zhang et al. 1991). Daruber hinaus wurde in dieser
Studie festgestellt, dass die Stimulation dieser Zellen mit S1P zur Freisetzung von
intrazellular gespeicherten Calciumionen fuhrt.
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Anschlieliend wurde die Wirkung von S1P, welches in hoher Konzentration in fotalem
Kalberserum (FKS) gefunden wurde, als proliferationsférdernder second messenger
im Signalweg des platelet-derived growth factor (PDGF) beschrieben (Olivera und
Spiegel 1993).

Zur selben Zeit wurde hingegen anhand des synthetischen, kurzkettigen C2-Ceramids
auch gezeigt, dass andere Sphingolipide in der Lage sind, Apoptose zu induzieren
(Obeid et al. 1993). Diese gegensatzlichen Effekte von bestimmten Ceramiden und
S1P, die metabolisch nur durch zwei enzymatisch katalysierte Umwandlungen
getrennt sind und uber das Schicksal einer Zelle entscheiden kdnnen, wurden
daraufhin in der Sphingolipid-Rheostat-Theorie zusammengefasst (Cuvillier et al.
1996).

Die besondere Rolle von S1P fur die Medizin wurde schlieBlich durch die Entdeckung
der S1P-Rezeptoren mdglich. 1998 wurde beschrieben, dass S1P als Ligand eines G-
Protein-gekoppelter-Rezeptor fungiert (Lee et al. 1998). Dieser Rezeptor war bis dahin
als endothelial differentiation gene 1 (EDG-1) bezeichnet worden, doch nach der
Identifizierung des Liganden in S1P-Rezeptor-1 (S1P1) umbenannt worden (Wang et
al. 2001). Zwei Jahre spater wurde der flinfte und bisher letzte bekannte S1P-Rezeptor
(EDG-8), jetzt als S1Ps bekannt, beschrieben (Im et al. 2000). Eine Dekade spater
wurde auch die Kristallstruktur von S1P1 entschlusselt (Parrill et al. 2012; Hanson und
Peach 2014).

Die funf S1P-Rezeptoren unterscheiden sich nicht nur in ihrem Expressionsmuster,
welches abhangig von Gewebe und Zelltyp ist, sondern auch durch die Kopplung an
unterschiedliche G-Proteine (Spiegel und Milstien 2003). Bis heute wurden in etlichen
Arbeiten die Funktionen und Veranderungen von Sphingolipiden bei bestimmen
Krankheiten untersucht und dennoch sind viele Fragen bisher ungeklart. In meiner
Arbeit wird nun konkret die Rolle von S1Ps und sehr langkettigen Ceramiden im

Kontext von fibrotischen Veranderungen in der Niere untersucht.
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1.3.2 Metabolismus

Die de novo-Synthese von Sphingolipiden erfolgt aus der Kondensationsreaktion von
Serin und Palmitoyl-CoA, welche von der Serin-Palmitoyltransferase katalysiert wird
(Huwiler und Pfeilschifter 2018). Das entstandene 3-Keto-Dihydrosphingosin wird
anschlieend mit Hilfe der 3-Keto-Dihydrosphingosin-Reduktase zu Dihydro-
sphingosin (auch Sphinganin genannt) reduziert (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Ubersicht iiber die Lokalisation und Stoffwechselwege der Sphingolipide
inklusive der beteiligten Enzyme in den verschiedenen Zellkompartimenten. Die de
novo-Synthese der Sphingolipide einschlielich der Verstoffwechslung hin zu Ceramiden (Cer)
und S1P erfolgt im ER. S1P kann dort irreversibel degradiert werden oder aber in den Zellkern
wandern und dort die Transkription beeinflussen. Cer werden zum Golgi-Apparat transportiert
und dort in Sphingomyelin (SM) umgewandelt. SM erreicht Uber vesikularen Transport die
Zellmembran und kann dort Uber Cer wieder zu Sphingosin (Sph) abgebaut werden.
Sphingosinkinasen in der Plasmamembran (PM) kénnen Sph zu S1P umwandeln, welches
mittels aktiven Transports durch die PM aus der Zelle geschleust werden kann, um
extrazelluldre S1P-Rezeptoren zu aktivieren. Uber Endozytose sind Sphingolipide auch im
Lysosom vertreten und kdnnen dort ebenfalls weiter verstoffwechselt werden (Abb. von
Huwiler und Pfeilschifter 2018).
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Diese Katalyse findet auf der zytoplasmatischen Seite des endoplasmatischen
Retikulums (ER) statt. An das Sphinganin kann nun ein Fettsaurerest mit einer
Kettenlange von 14 bis 26 Kohlenstoffatomen geknupft werden. Die Wahl des Acyl-
CoA-Substrats wird durch die Ceramidsynthasen vorgegeben. Die sechs
verschiedenen Ceramidsynthasen unterscheiden sich in ihrer Praferenz fur Substrate
mit bestimmter Kettenlange und in ihrem Expressionsmuster. Das entstandene
Dihydroceramid kann entweder wieder zu Sphinganin und einem Fettsaurerest von
einer Ceramidase gespalten werden oder aber durch die Desaturase zu Ceramid

reduziert werden.

Vom ER aus kbénnen die Ceramide ohne Hilfe von Vesikeln Uber das
Ceramidtransferprotein (CERT) zum Golgi-Apparat transportiert werden (Hanada et al.
2003). Dort angekommen konnen die Ceramide mit einem oder mehreren
Zuckerresten verknUpft werden, um komplexe Sphingolipide wie Cerebroside und
Ganglioside zu bilden (Abbildung 5). Ceramide kdnnen aber auch mit Hilfe der
Sphingomyelinsynthase durch das Verestern mit Phosphocholin oder Phospho-
ethanolamin zu Sphingomyelinen metabolisiert werden (Abbildung 5). Die
Ruckreaktion kann durch die saure, alkalische oder neutrale Sphingomyelinase
katalysiert werden. Diese Enzyme sind in bestimmten Zellkompartimenten, wie der
Plasmamembran oder Lysosomen zu finden. Sphingomyelin und komplexe
Sphingolipide kdnnen Uber vesikularen Transport die Plasmamembran und auch die
Lysosomen erreichen. Sphingomyelin ist das am haufigsten vorkommende
Sphingolipid und bildet einen gro3en Anteil an den Lipiden der Plasmamembran.
Uber den sogenannten salvage pathway kann Ceramid mit Hilfe der Ceramidase
wieder zu einer Fettsdure und Sphingosin hydrolysiert werden. Dartber hinaus kann
Sphingosin Uber die zwei Sphingosinkinasen 1 und 2 (SK-1 und SK-2) zu Sphingosin-
1-Phosphat phosphoryliert werden. Die Rulckreaktion kann durch die S1P-
Phosphatasen 1 und 2 oder anderen Phosphatidat-Phosphatasen katalysiert werden.
S1P kann jedoch auch irreversibel mit Hilfe der S1P-Lyase zu Hexadecenal und
Phosphoethanolamin abgebaut werden. S1P ist ein bedeutendes Molekul der
Sphingolipide und gilt als bioaktiver Lipidmediator, da es zahlreiche Signalwege

aktivieren, Zellmigration steuern und die Genexpression beeinflussen kann.
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Sphingosin Ceramid Sphingomyelin
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Abbildung 5: Strukturformeln der wichtigsten Vertreter der Sphingolipide. Das
Grundgerust der Sphingolipide bildet der einfach ungesattigte Aminoalkohol Sphingosin,
welcher aus einer langen Kohlenwasserstoffkette aus 18 C-Atomen und einem polaren Kopf,
gebildet von einer Amino- und zwei Hydroxygruppen, besteht. Durch die Kondensation mit
einer Fettsdure kann eine Carbonsaureamidbindung ausgebildet werden. Die entstandenen
Molekile werden Ceramide genannt. An die primare Hydroxygruppe des Sphingosinrickgrats
kénnen eine Phosphocholin- oder Phosphoethanolamingruppe geknlpft werden, wodurch
Sphingomyeline entstehen. Es finden sich aber auch Verbindungen mit einzelnen Zuckern
oder Oligosacchariden zur Bildung von Cerebrosiden bzw. Gangliosiden.

1.3.3 Sphingosinkinase-1 und Sphingosinkinase-2

S1P wird aus Sphingosin durch eine enzymatisch katalysierte Phosphorylierung auf
der zytosolischen Seite der Zellmembran gebildet und kann aufgrund des geladenen

Phosphatrests nur mit Hilfe von Transportproteinen die Zellmembran passieren
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(Maceyka et al. 2012). Es gibt zwei verschiedene, ubiquitar exprimierte Isoformen der
Sphingosinkinase, SK-1 und SK-2, die S1P bilden kénnen und durch verschiedene
Stimuli in ihrer Expression und Aktivierung gesteuert werden (Alemany et al. 2007).
Die Synthese von S1P ist essentiell fur die Entwicklung, weshalb der simultane
Knockout beider Enzyme zu schweren Defekten in der Neurogenese und Angiogenese
fuhrt und bereits embryonal letal ist (Mizugishi et al. 2005). Wurde jedoch nur eine der
beiden Sphingosinkinasen ausgeschaltet, zeigten Knockout-Mause keinen auffalligen
Phanotyp. Trotz dieser Eigenschaft sich gegenseitig kompensieren zu kdnnen, weisen
die beiden Isoformen jedoch Unterschiede auf, was die Gewebeexpression, zellulare
Lokalisation und Auswirkungen ihrer Aktivitat auf die Zelle betrifft. So findet sich die
SK-1 im Zytoplasma und transloziert nach Aktivierung zur Plasmamembran,
wohingegen die SK-2 auch im Zellkern aktiv ist (lgarashi et al. 2003; Jarman et al.
2010). Es wurde beobachtet, dass die Aktivierung der SK-1 Zellproliferation und
Migration bewirkt und Apoptose verhindert, wodurch Tumorzellen in ihrem Wachstum
beglnstigt wurden (Olivera et al. 1999; Xia et al. 2000; Edsall et al. 2001). Die Rolle
der SK-2 ist hingegen nicht eindeutig geklart. Einige Studien zeigten, dass die Aktivitat
der SK-2 die Zellproliferation inhibierte und Uber einen S1P-Rezeptor-unabhangigen
Weg die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien und folglich Apoptose
ausloste (Liu et al. 2003; Igarashi et al. 2003). Andere Studien fanden jedoch heraus,
dass ein Knockdown von SK-2 Apoptose auch induzieren und das Wachstum von
Tumorzellen sowohl in vitro als auch in vivo bremsen kann (Van Brocklyn et al. 2005;
Weigert et al. 2009; Neubauer et al. 2016).

Beide Enzyme werden besonders stark in menschlichen Nieren exprimiert (Liu et al.
2000; Nava et al. 2000). Auch in der Niere wurden gegensatzliche Funktionen der
beiden SKs in Bezug auf den Verlauf von renaler Fibrose in Mausmodellen beobachtet.
So fuhrte ein Knockout von SK-1 zu einem schwereren Krankheitsverlauf der Fibrose,
wohingegen ein Knockout von SK-2 fibrotische Prozesse bremste (Ren et al. 2009; Du
et al. 2017; Schwalm et al. 2017).

Da beide Enzyme dasselbe Substrat verwenden und das gleiche Produkt erzeugen,
ist fur die Funktion wohl entscheidend, an welchem Ort in der Zelle S1P gebildet wird.
So wurde in mehreren Studien beobachtet, dass S1P nicht nur Uber die S1P-

Rezeptoren auf der AuRenseite der Plasmamembran sondern auch Uber intrazellulare
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Zielstrukturen die Genexpression einer Zelle steuern kann (Spiegel und Milstien 2000;
Takabe et al. 2008). Auch im Hinblick auf fibrotische Prozesse in renalen Zellen
wurden gegensatzliche Effekte von S1P, abhangig davon, ob es extrazellular oder
intrazellular aktiv war, beobachtet (Koch et al. 2013; Schwalm et al. 2013). So stellte
sich heraus, dass extrazellulares S1P Uber die Aktivierung von S1P-Rezeptoren die
Expression von profibrotischen Zytokinen wie connective tissue growth factor (CTGF)
und Proteinen der extrazellularen Matrix wie Kollagene induziert, aber intrazellular
gebildetes S1P deren Expression hemmt (Ren et al. 2009; Blanchard et al. 2018)
(Abbildung 6).

1.3.4 Der S1P-Transporter Spinster Homolog 2 (Spns2)

Aufgrund der polaren Kopfgruppe des S1P kann dieses Molekll nur mit Hilfe eines
aktiven Transporters die Plasmamembran tUberwinden. Fir den Export von S1P aus
Erythrozyten und Thrombozyten wurde der Transporter major facilitator superfamily
transporter 2b (Mfsd2b) identifiziert, dessen Knockout in Mausen eine Reduktion von
S1P im Plasma von ca. 50% bewirkte (Vu et al. 2017). In mehreren Studien wurde
auch bereits gezeigt, dass manche ABC-Transporter wie multidrug resistance-
associated protein (MRP1/ABCC1) S1P transportieren und somit Einfluss auf S1P-
vermittelte Prozesse nehmen kdnnen (Mitra et al. 2006; Nieuwenhuis et al. 2009;
Cartwright et al. 2013; Yamada et al. 2018). Der prominenteste Vertreter der S1P-
Transporter ist Spinster homolog 2, kurz Spns2. Es wurde gezeigt, dass dieser S1P-
Transporter verantwortlich fur den Export von S1P aus Endothelzellen ist, was aber
nicht immer auch die Konzentrationen von S1P im Plasma und in der Lymphe
veranderte, jedoch stets zu einer Lymphopenie fuhrte (Hisano et al. 2011; Mendoza et
al. 2012; Nagahashi et al. 2013; Donoviel et al. 2015).

Spns2 ist ein multitransmembrangangiges Transportprotein in Sdugetieren, welches
zur Familie der Spinster (Spns1 bis Spns3 in Wirbeltieren und Spinster in Drosophila)
gehort (Osborne et al. 2008; Nishi et al. 2014). Entdeckt wurde Spinster in Drosophila
melanogaster, wo seine Mutation in weiblichen Fliegen zum namensgebenden

Desinteresse an Mannchen fuhrte (spinster = Jungfer) (Nakano et al. 2001).
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Die funktionelle Bedeutung von Spns2 fur den Transport von S1P wurde durch Spns2-
defiziente Zebrafische bekannt, welche einen ahnlichen Phanotyp wie S1P2-defiziente
Fische aufwiesen. In beiden Linien fUuhrte das Ausschalten des Gens zu einem
gespaltenen Herzen, da die Migration von Herzvorlauferzellen inhibiert war (Osborne
et al. 2008; Kawahara et al. 2009). Die Zugabe von exogenem S1P oder die
Expression von humanem Spns2 konnte die Spns2-Defizienz kompensieren und eine
normale Herzentwicklung sicherstellen (Kawahara et al. 2009). Neben S1P kann
Spns2 auch dihydro-S1P und phosphoryliertes FTY720 (Fingolimod) transportieren
(Hisano et al. 2011; Nagahashi et al. 2013). Spns2”/--Mause hingegen leiden nicht
unter Defekten am Herz und entwickeln sich normal und sind fertil (Chen et al. 2014).
Phanotypisch konnen diese Mause eine postnatale Horschadigung und eine
Fehlbildung der Augen entwickeln (Chen et al. 2014). Die Horschadigung der Mause
in der Studie von Chen et al. (2014) war unter anderem bedingt durch ein rapide
abgesunkenes endocochleares Potential und einer Degeneration der
Haarsinneszellen aufgrund unzureichender Expression von Schllsselproteinen wie
Kcnj10, Keng1, Gjb2 und Gjb6. Die Defekte der Augen zeigten sich durch gedffnete
Augenlieder bei der Geburt, einer Degeneration der Netzhaut, gestorter
Vaskularisation der Netzhaut und einer getriibten Hornhaut. Sowohl der Effekt im
Gehor als auch in den Augen war nicht durch eine systemische Spns2-Defizienz
bedingt, sondern ein lokales Phanomen, wie durch gewebespezifische Spns2-/-Mause
gezeigt werden konnte. Die Defekte der Netzhaut konnten zudem auch in Spns2---
Sprague-Dawley-Ratten beobachtet werden und wurden einer fehlenden S1Ps-

Aktivierung zugeschrieben (Fang et al. 2018).
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Abbildung 6: Schema des Metabolismus von S1P und der direkte Einfluss auf renale
Fibrose. In den blauen Kasten stehen die Namen der Metabolite und in den gelben Kasten
die der Enzyme, Transporter und Rezeptoren. Die Sphingosinkinasen (SK-1/SK-2)
katalysieren die Phosphorylierung von Sphingosin auf cytosolischer Seite. Die
Dephosphorylierung von S1P wird katalysiert von den S1P-Phosphatasen (SPP). S1P kann
irreversibel von der S1P-Lyase zu Hexadecenal und Phosphoethanolamin abgebaut werden.
Uber S1P-Transporter wie Spns2 kann S1P aktiv (iber die Plasmamembran transportiert
werden und autokrin und/oder parakrin S1P-Rezeptoren aktivieren. Die gekoppelten G-
Proteine aktivieren unterschiedliche Signalkaskaden, die zur Expression von profibrotischen
Faktoren fUhren koénnen. Auf intrazellularer Seite kann S1P jedoch die Expression von
profibrotischen Faktoren blockieren.

Um die profibrotischen S1P-Rezeptor-vermittelten Effekte von S1P zu unterbinden,
kbnnen zum einen die S1P-Transportproteine oder aber die S1P-Rezeptoren
genetisch oder pharmakologisch manipuliert werden. So wurde bereits anhand eines
Mausmodells zum Ischamie-Reperfusionsschaden in der Niere gezeigt, dass die
Aktivierung von S1P2 Apoptose und Nekrose der Nierenzellen induzierte, die
Inhibierung dieses Rezeptors mittels des S1P2-selektiven Antagonisten JTE-013
jedoch den Schaden in der Niere milderte (Won Park et al. 2012).
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1.3.5 Die S1P-Rezeptoren

Es sind insgesamt funf S1P-Rezeptoren bekannt, die sich funktional vor allem in ihrer
Gewebeexpression und auch teilweise durch die unterschiedlichen gekoppelten G-
Proteine voneinander differenzieren lassen (Brinkmann 2007). Die Aktivierung der G-
Proteine flhrt in den verschiedenen Geweben zur Aktivierung oder Inhibierung
verschiedener Signalwege, welche sich letztlich auf zellulare Schlusselprozesse wie
Proliferation, Migration und Uberleben auswirken kénnen und die Calciumhomdostase,
die Vasokonstriktion und auch die Expression von Proteinen der extrazellularen Matrix
steuern kénnen (Abbildung 7) (Nagahashi et al. 2014).

S1P1 istim Menschen ubiquitar exprimiert, was sowohl auf MRNA-Ebene als auch auf
Proteinebene in etlichen Geweben nachgewiesen worden ist (Uhlén et al. 2015; Uhlén
et al. 2019a; Uhlén et al. 2019b; Sjostedt et al. 2020). S1P1 ist als einziger S1P-
Rezeptor ausschlieBlich an Gio gekoppelt (Windh et al. 1999) (Abbildung 7). Es handelt
sich hierbei um den am besten charakterisierten und bisher auch einzigen S1P-
Rezeptor, dessen Aktivierung/Inhibition gezielt zur Behandlung bestimmter
Patientengruppen therapeutisch genutzt wird. So sind zum einen der unspezifische
Agonist FTY720 (Fingolimod, Gilenya®, bindet alle S1P-Rezeptoren bis auf S1P2) und
der S1Pi- und S1Ps-spezifische Agonist BAF312 (Siponimod, Mayzent®) zur
Behandlung der schubférmigen Multiplen Sklerose zugelassen (Sharma et al. 2011;
Al-Salama 2019). Die beiden Agonisten sorgen flir eine Internalisierung mit
anschlielendem proteasomalen Abbau von S1P+1 und werden konstant in so hoher
Dosis appliziert, dass sie funktionell als Antagonisten wirken, da der Rezeptor folglich
nicht mehr in ausreichender Menge an der Zelloberflache zur Bindung von S1P zur
Verfuigung steht (Brinkmann et al. 2004; Matloubian et al. 2004; Chun und Hartung
2010). Der Benefit der Inhibierung von S1P1 liegt darin, dass T-Zellen uber S1P1 dem
S1P-Gradienten zwischen Lymphe, Blut und Gewebe folgen und ohne den Rezeptor
der Austritt dieser Immunzellen aus den Lymphknoten verhindert wird, was folglich in
einer peripheren Lymphopenie mindet (Yanagawa et al. 1998). Ein Knockout von
S1P+ in Mausen fuhrt zu embryonal letalen Blutungen, da er eine wichtige Rolle bei
der Gefalreifung und der Ummantelung der Gefalle mit glatten Muskelzellen im

Rahmen der Vaskulogenese inne hat (Liu et al. 2000).
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S1P2 wird ebenfalls ubiquitar exprimiert und ist neben Gio auch noch an G12 und Gq
gekoppelt (Windh et al. 1999) (Abbildung 7). Die mMRNA-Expression ist im Menschen
besonders stark in den Geschlechtsorganen beider Geschlechter, im Blut, im
Knochenmark, im lymphatischen System, im Fettgewebe und in der Lunge ausgepragt
und auf Proteinebene wurde die Expression in den Nieren, im Duodenum und im
Dinndarm nachgewiesen (Uhlén et al. 2015; Uhlén et al. 2019a; Uhlén et al. 2019b;
Sjostedt et al. 2020). Knockout von S1P2 in Mausen ist zunachst phanotypisch
unauffallig, fuhrt aber zu neuronalen Fehlfunktionen, die todliche Krampfe zur Folge
haben kdonnen (MacLennan et al. 2001). Des Weiteren wurden bei 30 Tage alten
Mausen Lasionen in der Stria vascularis gefunden, die zur Taubheit fuhrten (Kono et
al. 2007). Auf zellularer Ebene wurde festgestellt, dass die Aktivierung von S1P2 die
Freisetzung von Ca?* aus intrazelluldren Speichern auslést, was zur Kontraktion von
glatten Muskelzellen fuhrt (Ohmori et al. 2003; Kendig et al. 2013). AuRerdem wurde
bei der Untersuchung von malignen Gliazellen festgestellt, dass die Aktivierung von
S1P2 die Zellmigration inhibiert (Lepley et al. 2005; Young und Van Brocklyn 2007;
Malchinkhuu et al. 2008).

S1P3-mRNA wird ubiquitar im Menschen exprimiert und ist in besonders hohen
Mengen in den Geschlechtsorganen beider Geschlechter, im Muskelgewebe und
Organen des endokrinen Systems zu finden (Uhlén et al. 2015; Uhlén et al. 2019a;
Uhlén et al. 2019b; Sjostedt et al. 2020). S1Ps ist an Gio, an G13 und Gq gekoppelt und
Knockout-Mause weisen keinen auffalligen Phanotyp auf (Abbildung 7). Anhand
isolierter Zellen konnte jedoch gezeigt werden, dass der S1P-induzierte PLC/IP3/Ca?*
Signalweg gestort ist (Windh et al. 1999; Ishii et al. 2001). Die Aktivierung von S1P3
induziert in verschiedenen Zelltypen die Migration (Okamoto et al. 2000; Paik et al.
2001).

S1P4+-mRNA wird im Menschen hauptsachlich im Blut (alle Zelltypen), im
Knochenmark, im lymphatischen System, in der Lunge und dem Verdauungstrakt
exprimiert (Uhlén et al. 2015; Uhlén et al. 2019a; Uhlén et al. 2019b; Sjostedt et al.
2020). S1P4 ist an Gio und an G213 gekoppelt (Abbildung 7). Knockout-Mause zeigen
keinen besonderen Phanotyp, weisen aber eine gestorte Ausbildung der
Megakaryozyten auf (Graler et al. 1998; Graler et al. 2003; Golfier et al. 2010).

17



Einleitung

S1Ps-mRNA wird im Menschen am haufigsten im Blut, im Gehirn, im Knochenmark,
im lymphatischen System und in der Haut exprimiert und konnte auf Proteinebene
bereits im Gehirn, in der Haut, in der Lunge und in verschiedenen lymphatischen
Geweben nachgewiesen werden (Uhlén et al. 2015; Uhlén et al 2019a; Uhlén et al.
2019b; Sjostedt et al. 2020). S1Ps ist an Gio und an G12/13 gekoppelt (Im et al. 2000)
(Abbildung 7). S1Ps-Mause zeigen keinen auffalligen Phanotyp, besitzen jedoch
weniger periphere naturliche Killerzellen und Ly6C-Monozyten (Jenne et al. 2009;
Debien et al. 2013). Die essentielle Rolle von S1Ps fur die Migration der naturlichen
Killerzellen konnte in weiteren Studien sowohl in vitro als auch in vivo belegt werden
(Walzer et al. 2007; Mayol et al. 2011; Drouillard et al. 2018). Des Weiteren wurde
daruber berichtet, dass S1Ps eine Rolle bei der Phagozytose von alveolaren
Makrophagen und bei der Autophagie der humanen Prostatakrebszellline PC-3 spielt
(Chang et al. 2009; Barnawi et al. 2015). Alveolare Makrophagen von Patienten, die
an chronisch obstruktiver Lungenerkrankung litten, zeigten eine signifikant erhdhte
Genexpression von S1Ps und eine Antagonisierung von S1Ps Uber den S1P3- und
S1Ps-spezifischen Rezeptorantagonisten Suramin fihrte zu einer Verbesserung der
Phagozytose in alveolaren Makrophagen (Barnawi et al. 2015; 2017). In einer anderen
Studie wurde eine weitere Rolle von S1P in Bezug auf die Migration und Proliferation
von Tumorzellen entdeckt. Zhou et al. konnten in einem Mausmodell fir Darmkrebs
zeigen, dass die Herunterregulation von S1Ps die Tumorgrofe reduzierte und eine
Hochregulation von S1Ps das Tumorwachstum forderte (Zhou et al. 2020). Eine
Untersuchung in vitro mit den kolorektalen Tumorzelllinien SW480 und SW620 ergab,
dass die Herunterregulation von S1Ps die Migration und Proliferation der Zellen tber
die Inhibierung von NF-kB reduzierte (Zhou et al. 2020).
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Abbildung 7: Schema der S1P-Rezeptoren und der gekoppelten G-Proteine sowie deren
Einfluss auf nachgeschaltete Signalwege. S1P bindet die S1P-Rezeptoren in der
Plasmamembran, was die Aktivierung der gekoppelten G-Proteine initiiert. Die S1P-
Rezeptoren sind an unterschiedliche G-Proteine gekoppelt, was zur Aktivierung oder
Inhibierung verschiedener Signalwege fuhren kann, von denen einige hier abgebildet sind. Die
Signaltransduktionen I6sen in der Zelle Schlisselprozesse wie Proliferation, Migration,
Uberleben und auch die Expression von Proteinen des Bindegewebes aus. AC:
Adenylylcyclase; ERK: extracellular signal-regulated kinase; PLC: Phospholipase C; PI3K:
Phosphoinositid-3-Kinasen; Rho: Rho-GTPasen; JNK: c-Jun N-terminale Kinasen; ECM:
extrazellulare Matrix (Abb. nach Vorlage von Nagahashi et al. 2014).
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1.3.6 Die Rolle der S1P-Rezeptoren bei renaler Fibrose

Die Aktivierung von S1P-Rezeptoren kann in der Zelle eine Vielzahl verschiedener
Effekte, wie zum Beispiel Proliferation, Synthese von extrazellularer Matrix und
Migration vermitteln und so den Krankheitsverlauf verschiedener Patientengruppen
beeinflussen. Das prominenteste Beispiel eines solchen S1P-Rezeptormodulators ist

das prodrug Fingolimod, welches bereits im Abschnitt 1.3.5 beschrieben wurde.

Neben Multipler Sklerose gibt es hingegen auch noch andere Autoimmun-
erkrankungen wie zum Beispiel den systemischen Lupus erythematodes (SLE) bei
dem, abhangig vom ethnischen Hintergrund, 30-80% der Patienten eine Nephritis
entwickeln (Imran et al. 2016; Rees et al. 2017). Diese sogenannte Lupus-Nephritis
(LN) fuhrt nicht selten zur CKD, welche in ESRD enden kann (Almaani et al. 2017).
Anhand verschiedener Studien zur experimentellen SLE mit Hilfe von BXSB, NZB/W
F1 und MRL-lpr/lpr Mausen konnte eine Verbesserung des Krankheitsbildes,
einschlieBlich einer verbesserten Nierenfunktion, durch die Behandlung mit Fingolimod
bestatigt werden (Okazaki et al. 2002; Alperovich et al. 2007; Ando et al. 2010). Aktuell
befindet sich der S1P1-selektive Modulator Cenerimod, der ebenfalls eine schutzende
immunsupprimierende Wirkung ausubt, in Phase 2 einer klinischen Studie zur
Behandlung von SLE-Patienten (Hermann et al. 2019; Lott et al. 2020).

Daruber hinaus wurden die Auswirkungen von Fingolimod auch in anderen
Tiermodellen zu Nephropathien untersucht, welche nicht durch eine Autoimmunitat
verursacht werden. Es wurde herausgefunden, dass Fingolimod den Krankheitsverlauf
bei Ratten mit einer Thy1.1-induzierten mesangioproliferativen Glomerulonephritis, mit
antikorperinduzierter membrandser Glomerulonephritis, mit Adriamycin-induzierter
Glomerulosklerose und interstitieller Fibrose, mit Albumintberschuss-induzierter als
auch mit 5/6-Nephrektomie-induzierter tubulointerstitieller Fibrose und mit
Streptozotozin-induzierter DN verbessert (Peters et al. 2004; Martini et al. 2007; Awad
et al. 2011; Sui et al. 2012; Ni et al. 2013; Xu et al. 2014; Yazdani et al. 2015). In
Untersuchungen zur tubulointerstitiellen Fibrose, hervorgerufen durch UUO und auch
bei akutem Nierenschaden induziert durch einen Ischamie-Reperfusionsschaden oder
Cisplatin, konnte ebenso eine Milderung des Nierenschadens in Mausen durch
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Behandlung mit Fingolimod erreicht werden (Bajwa et al. 2010; Shobha et al. 2014;
Bajwa et al. 2015).

S1Ps-defiziente Mause zeigten in zwei Studien einen milderen Krankheitsverlauf im
Modell des Ischamie-Reperfusionsschadens, dessen Ursache Bajwa et al. in einer
inhibierten Reifung von dendritischen Zellen und einer folgenden Hochregulation von
regulatorischen T-Zellen sahen (Jo et al. 2009; Bajwa et al. 2016). In einem Modell zur
Streptozotozin-induzierten DN zeigten S1Ps-defiziente Mause jedoch Kkeinen
Unterschied in der Albuminurie im Vergleich zu Kontrollmausen und die Behandlung
von Fingolimod fuhrte auch in S1Ps-defizienten Mausen zu einem Behandlungserfolg,

was fur einen S1P3-unabhangigen Mechanismus spricht (Awad et al. 2011).

Obwohl Fingolimod nicht an S1P2 bindet und die beschriebene protektive Wirkung
dieses Medikaments bei den verschiedenen in vivo-Modellen daher S1P2-unabhangig
sein musste, wurde dennoch in vitro unter Verwendung von renalen Zellen eine
profibrotische Wirkung dieses Rezeptors entdeckt (Li et al. 2008; Ishizawa et al. 2014).
In Tiermodellen zur Untersuchung von Leberfibrose wurde bestatigt, dass S1P2 die
Entstehung einer Fibrose fordert, weshalb von einer @hnlichen Wirkung in einem
Modell zur Nierenfibrose ausgegangen werden kann (Serriere-Lanneau et al. 2007,
Ikeda et al. 2009).

Zusammengefasst wird deutlich, dass die den S1P-Rezeptoren nachgeschalteten
Signalwege einen entscheidenden Einfluss auf den Krankheitsverlauf von
verschiedenen Nierenerkrankungen ausuben. In der vorliegenden Arbeit wurde
speziell der Einfluss von S1Ps auf die Entzindungsreaktionen und die Ausbildung

einer Nierenfibrose durch eine Adenin-induzierte Nephropathie (AN) untersucht.

1.3.7 Ceramide

Ceramide sind ein Bestandteil der eukaryotischen Zellmembranen und zentrale
Molekule des Sphingolipidstoffwechsels. An der Synthese und der Degradation der
Ceramide sind zahlreiche Enzyme involviert (Hannun und Obeid 2018). Ceramide
kénnen entweder de novo ausgehend von Serin und Palmityl-CoA, durch die Spaltung
von Sphingomyelin oder Uber den salvage pathway aus Sphingosin und Acyl-CoA

21



Einleitung

gebildet werden. Neben Sphingomyelin kdnnen Ceramide auch zu den komplexeren
Cerebrosiden und Gangliosiden modifiziert, zu Sphingosin abgebaut oder zu Ceramid-
1-Phosphat metabolisiert werden (Hannun und Obeid 2018). Eine besondere Rolle
spielen zudem die sechs Ceramidsynthasen (CerS1-6), die durch ihre unterschiedliche
Substratspezifitat zur Diversitat der Ceramide beitragen. Die verschiedenen Isoformen
der Ceramidsynthasen bevorzugen Acyl-CoA-Molekille mit jeweils unterschiedlicher
Kettenlange, was zur Synthese von Ceramiden mit unterschiedlich langen
Fettsaureresten fuhrt (C14 bis C26) (Levy und Futerman 2010). Eine entscheidende
Form der Steuerung dieses Prozesses geschieht schon durch die stark variable

Expression der Ceramidsynthasen in den verschiedenen Geweben. So wird

beispielsweise in der Niere hauptsachlich CerS2 exprimiert, im Herzen CerS4 und in
den Hoden CerS3 (Grosch et al. 2012).

Abbildung 8: Die Substratspezifitait der sechs bekannten Ceramidsynthasen. Die
Ceramidsynthasen katalysieren die Acylierung von Sphingosin oder Sphinganin mit einer
aktivierten Fettsaure unterschiedlicher Kettenlange, aus denen die verschiedenen Ceramide
bzw. Dihydroceramide gebildet werden (Levy und Futerman 2010a). Mehrheitlich wirken sehr
langkettige Ceramide proproliferativ, wohingegen kurzkettige und langkettige Ceramide
proapoptotisch Effekte zeigen (Mesicek et al. 2010; Siskind et al. 2010; Hartmann et al. 2013;
Stiban und Perera 2015).
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Die unterschiedliche Kettenlange der Ceramide wirkt sich biophysikalisch auf die
Membranfluiditdt aus. Sie kdénnen sich zu Plattformen zusammenschlieRen und
Einfluss auf die Proteine in der Zellmembran, wie zum Beispiel Rezeptoren, nehmen
oder Ceramidkanale in mitochondrieller Membran ausbilden und dadurch Apoptose
induzieren (Bollinger et al. 2005; Siskind et al. 2006).

Unsere Arbeitsgruppe konnte zudem zeigen, dass Ceramide in massen-
spektrometrisch gut messbaren Mengen im Blutplasma vorhanden und resistent
gegenuber klinischen Storfaktoren sind, weshalb kettenlangenspezifische Ceramide
attraktive Kandidaten fur Biomarker von Krankheiten sein kénnen (Brunkhorst et al.
2018). Es wurde beispielsweise bereits gezeigt, dass, neben anderen Sphingolipiden,
Ceramide im Plasma und Serum von Patienten, die an bestimmten Krankheiten wie
zum Beispiel Leberzellkarzinom, Bluthochdruck und Typ 2 Diabetes leiden, erhéht sind
(Haus et al. 2009; Grammatikos et al. 2016). Des Weiteren konnten Ceramide im
Plasma auch bei der Diagnose von Herzkreislaufstérungen helfen, da gezeigt wurde,
dass ein Anstieg von bestimmten Ceramiden mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit fur
ein unerwunschtes vaskulares Ereignis wie ein Herzinfarkt oder Schlaganfall assoziiert

war (Havulinna et al. 2016; Meeusen et al. 2018).

Auch im Zusammenhang mit verschiedenen Nierenerkrankungen wurden bereits
Studien Uber Sphingolipide im Blut als Biomarker veroffentlicht. Im Fokus dieser
Studien stand meistens die Veranderung von S1P im Plasma von Patienten, die an
DN oder LN leiden (Watson et al. 2012; Bekpinar et al. 2015; Sun et al. 2017). Mittels
LC-ESI-MS/MS Analyse konnte zuletzt durch Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass bestimmte sehr langkettige Ceramide wie Cer d18:1/24:1 im
Plasma und Serum von LN-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen und
Patienten, die an SLE ohne Nierenbeteiligung leiden, erhoht sind (Patyna et al. 2019).
Die Gruppe um Nowling et al. untersuchte zudem Nierengewebeproben von Patienten
und Mausen, die an LN litten und konnte zeigen, dass Glycosphingolipide,
insbesondere Lactosylceramide, im Vergleich zu gesunden Gewebeproben verandert

waren (Nowling et al. 2015).
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In der vorliegenden Arbeit haben wir nun die Veranderungen der Ceramide im
Nierengewebe unter dem Einfluss der renalen Fibrose untersucht. Konkret haben wir
Nierenbiopsien von Patienten, die an Hydronephrose und/oder Pyelonephritis als auch
von Mausen, die an AN litten, analysiert. Als gesunde Kontrollen dienten Biopsien von
Patienten, die ein Nierentrauma erlitten haben oder an Nierenkrebs erkrankten, bzw.

gesunde Mause.
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1.4 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Rolle verschiedener Mediatoren des
Sphingolipidstoffwechsels im Kontext fibrotischer Nierenerkrankungen untersucht
werden. Insbesondere S1P spielt hierbei eine zentrale Rolle. Aus Voruntersuchungen
unserer Arbeitsgruppe wissen wir, dass S1P uber die Aktivierung der S1P-Rezeptoren
die Expression des profibrotischen Zytokins CTGF induziert, wahrend intrazellulares
S1P antifibrotische Effekte hervorruft. S1Ps scheint hier, ausgehend von Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe, entscheidend an der Regulation der Expression von CTGF
beteiligt zu sein. Neben S1P vermutet man, dass auch Ceramide eine wichtige Rolle
bei der Progression fibrotischer Nierenerkrankungen spielen und zum Beispiel als
Biomarker der LN eingesetzt werden konnten. Schlief3lich stellt sich auch die Frage,
inwieweit die Regulation des Transports von S1P Uber die Zellmembran entscheidend

fur die Vermittlung der pro- und antifibrotischen Effekte von S1P ist.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden in einem ersten Teilprojekt die Auswirkungen
des S1Ps5 in einem Modell zur tubulointerstitiellen Nierenfibrose bei der Maus auf
entzindliche und fibrotische Prozesse untersucht. In einem zweiten Projekt wurde der
Zusammenhang von Konzentrationsanderungen spezifischer Ceramide im
Nierengewebe von Patienten und Mausen mit fibrotischen Nieren im Vergleich zu
gesunden Nierengeweben untersucht. Im dritten, hier vorgestellten, Projekt wurde die
Rolle des S1P-Transporters Spns2 flir die Expression von CTGF in Mesangiumzellen

der Maus untersucht.

Insgesamt sollen die Ergebnisse dieser Arbeit dazu beitragen, unser Verstandnis fur
die Funktion einzelner Bausteine des komplexen Sphingolipidstoffwechsels bei der
Entstehung der Nierenfibrose besser zu verstehen und so den Weg fir neuartige

Diagnose- und Therapiemaoglichkeiten zu ebnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zellen

Zellen

Herkunft

Mesangiumzellen (mMC)

primar isolierte Zellen

Tabelle 1: Zellen

2.1.2 Kulturmedien und Zusatze

Kulturmedium oder Zusatz

Hersteller

DMEM/F12 mit L-Glutamin

Dulbecco’s PBS, -CaClz, -MgCl2 (DBPS)

Trypsin/EDTA 0,05%

DMEM, GlutaMAX™ + 4.5 g/L D-Glukose,
- Pyruvat (DMEM)

RPMI 1640, + GlutaMAX™

Life Technologies, Carlsbad

Natriumselenit

Fetales Kalberserum (FKS)

Bovines Serumalbumin (BSA, fettsaurefrei)

Insulin

HEPES solution, 1 M, pH 7.0-7.6

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim

Transferrin

Roche Biochemicals, Mannheim

Tabelle 2: Kulturmedien und Zusatze
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2.1.3 Zusammensetzung des Wachstumsmediums

Kulturmedium oder Zusatz

Anteil/Konzentration fiir Mesangiumzellen

(Maus)
RPMI 1640, + GlutaMAX™ 500 mL
Fetales Kalberserum (FKS) 15%
Penicillin-Streptomycin 10000 U/mL
HEPES solution (1 M) 10 mM
B-Mercaptoethanol (10 mM) | 225 uL
Natriumselenit 5 ng/mL
Transferrin 5 pug/mL
Insulin 6 ug/mL
B-Mercaptoethanol 4,5 pg/mL

Tabelle 3: Zusammensetzung des Wachstumsmediums

2.1.4 Zusammensetzung anderer Medien

Kulturmedium oder Zusatz Hungermedium Stimulationsmedium
DMEM, GlutaMAX™ 500 mL 500 mL

Fetales Kalberserum (FKS) 1%

Bovm__es Serymalbumln 0.1%

(fettsaurefrei)

Tabelle 4: Zusammensetzung anderer Medien
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2.1.5 Gerate

Gerit

Hersteller

PowerPac 200

Elektrophoresekammer

BioRad, Munchen, Deutschland

Filmentwickler, CP 1000

AGFA Healthcare, Bonn, Deutschland

Herasafe Sterilbank

Inkubator Heraeus BBD 6220

Biofuge fresco

Megafuge 1.0 R

Heraeus, Hanau, Deutschland

Lichtmikroskop Axiovert 25

Lichtmikroskop Axiovert 135 TV

Zeiss, Gottingen, Deutschland

Microplate Reader Sunrise

Tecan, Neustadt, Deutschland

Mikrozentrifuge (PerfectSpin Mini)

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

Wippschuttler (Heidolph Duomax 1030)

Geneo BioTechProducts GmbH,
Lubeck, Deutschland

Thermocycler

BioRad, Munchen, Deutschland

Thermomixer compact

Eppendorf GmbH, Hamburg,
Deutschland

Ultraschall-Desintegrator Sonifer W-450

Branson Ultrasonics, Danbury, USA

Vectra 3.0 Automated Quantitative
Pathology Imaging System

Akoya Biosciences, Massachusetts,
USA

Vortexer (IKA® MS 3 digital)

IKA, Staufen im Breigau, Deutschland

Zellzahler (TC10™ Automates Cell
Counter)

BioRad, Munchen, Deutschland

7500 Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Tabelle 5: Geréate
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2.1.6 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Agarose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

1,4 Dithiothreitol (DTT)

Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Merck, Darmstadt

Bromphenolblau

AppliChem GmbH, Darmstadt

Calciumchlorid (CaClz)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Chloroform > 99,0%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

D-erythro-Sphingosin C-18

Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, USA

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
(Naz2HPO4-2H20)

VWR, Darmstadt

DMSO > 99%

Entellan® Neu

Essigsaure > 99,8%

Ethanol > 99,9%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Forene 100% (V/V) Isofluran
Flussigkeit zur Herstellung eines
Dampfes zur Inhalation PZN -10182054

AbbVie, Wiesbaden

Glycerin > 99%

Sigma-Aldrich, Steinheim

Glycin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

HEPES (CsH1sN204S)

Ponceau S

Heparin-Natrium 25000 I. E./5 mL
PZN -03029843

Ratiopharm, Ulm

Isopropanol > 99,9%

Fisher Scientific UK, Leicestershire

Kaliumchlorid (KCI)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Magermilchpulver

AppliChem, Darmstadt

Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgClz) x
6 H20

Merck, Darmstadt
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Chemikalie

Hersteller

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim

Methanol

Fisher Scientific UK, Leicestershire

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED) > 99,5 %

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

N,N-Dimethylformamid

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumfluorid (NaF)

Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumorthovanadat (Na3VOa)

Natriumpyrophosphat

Paraformaldeyd

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Narcoren 16 g/ 100 mL Pentobarbital-
Natrium Injektionslésung PZN -11336163

Merial GmbH, Lyon, Frankreich

Perjodsaure

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Ponceau S

AppliChem GmbH, Darmstadt

Salzsaure (HCI)

Fisher Scientific UK, Leicestershire

Trichloressigsaure

Trizma® base [Tris(hydroxy-methyl)-
aminomethan]

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Tris-HCI AppliChem GmbH, Darmstadt

Triton-X 100 Sigma-AIdrich Chemie GmbH,
Steinheim

Tween® 20 AppliChem GmbH, Darmstadt

Wasserstoffperoxid 30 wt % in H20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Xylol

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Tabelle 6: Chemikalien
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2.1.7 Proteine und Reagenzien

Enzym/Reagenz/GroBenstandard

Hersteller

ABsolute™Blue QPCR LowROX Mix

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail
(PIC)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Dako Antibody Diluent with Background-
Reducing Components S3022

Dako Goat Serum

Dako Real Target Retrieval Solution 10x
Citrate pH 6 Concentrate 2031

Agilent, Ratingen

Immobilion™ Western Blot
Chemiluminescent HRP Substrate

Merck, Schwalbach

Mayer’s Hematoxilin

AppliChem GmbH, Darmstadt

Molekulargewichtsstandard (Protein)

Biomol, Hamburg

Pferdeserum

Perbio Science Deutschland GmbH,
Bonn

Schiff'sches Reagenz

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

TRIReagent® RNA Isolation Reagent

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

GelRed® Nucleic Acid Gel Stain

Biotium, CA, USA

100 bp DNA-Leiter

6x DNA loading dye

dNTP Mix (10 mM)

MgCl2 (25 mM)

Random Hexamer Primer

RevertAid™ Reverse Transcriptase

Reaction Buffer, 5x

PCR Reaction Buffer 10x

RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Roti®-Histofix (4% phosphatgepufferte
Formaldehydlésung)

Rotiphorese®-Gel 30 (37,5:1)

Roti®-Quant

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tabelle 7: Proteine und Reagenzien
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2.1.8 Antikorper fur Western Blot

Antikorper

Hersteller

Primarantikorper

Anti-a-SMA Klon 1A4

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

(Maus, monoklonal, 1:5000, A2527)
Anti-B-Aktin

(Ziege, polyklonal, 1:3000, sc-1616)
Anti-CTGF

(Ziege, polyklonal, 1:1000, sc-14939)
Anti-GAPDH

(Ziege, polyklonal, 1:1000, sc-20357)

Santa Cruz, Heidelberg

Anti-GAPDH (Maus, monoklonal, 1:3000,
GTX627408)

GeneTex (CA, USA)

Anti-Fibronectin-IgG
(Kaninchen, polyklonal, ab2413)

abcam, Cambridge, UK

Anti-F4/80 Klon CIl:A3-1
(Maus, monoklonal, 1:200, MCA497R)

Bio-Rad, Munchen

Anti-CerS2 (Kaninchen, polyklonal,
1:1000) HPA027262

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Lipocalin-2 (Ziege, polyklonal, AF1857)

HAVCR/KIM-1 (Ziege, polyklonal,
AF1817)

R&D Systems (Minneapolis, USA)

Sekundarantikorper

Anti-Maus-Immunglobulin G (IgG)
(Schaf, HRP-gekoppelt, 1:5000, #NA934)

GE Healthcare, Minchen

Anti-Ziege-lgG
(Esel, HRP-gekoppelt, 1:5000, AP180P)

EMD Millipore (CA, USA)

Anti-Kaninchen-IgG
(Esel, HRP-gekoppelt, 1:5000, #NA934)

GE Healthcare, Miinchen

Alkaline Phosphatase-Anti-Alkaline
Phosphatase (Kaninchen, 1:5)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

N-Histofine Simple Stain Mouse Max PO
Rat 414311F

Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Japan

Tabelle 8: Antikorper fur Western Blot
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2.1.9 Kits

Kit

Hersteller

Kit

Alkaline Phosphatase Permanent AP Red

Zytomed Systems GmbH, Berlin

DAB Peroxidase Substrat Kit SK-4100

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

Mouse on mouse (M.O.M.TM) Elite
Peroxidase Kit

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

StressXpress®
Creatinine Serum Detection Kit

StressMarq Biosciences Inc., Victoria,
BC Canada

Tabelle 9: Kits

2.1.10 Angesetzte Losungen

Wassrige Losungen

Ponceau S-Losung Trichloressigsaurelosung

Ponceau S 0,2% Trichloressigsaure 70%
Trichloressigsaure 3%

Tris-gepufferte Saline (TBS) Sammelgelpuffer

Tris 0,61% Tris - HCI 0,5M
NaCl 0,87% pH 6,8

pH 7,6

Lysereagenz (5x) MOPS-Losung (5x)

NaOH 125 mM MOPS 250 mM
EDTA.Na2 1 mM

pH 12

Tabelle 10: Angesetzte Losungen
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2.1.11 Puffer

Verwendete Puffersysteme in VE-H20

Trenngelpuffer

Sammelgelpuffer

Tris - HCI 1,5M Tris - HCI 0,5M

pH 8,8 pH 6,8

Lysepuffer 4x Laemmli-Puffer

Tris-HCI 50 mM Glycerol 40%

NaCl 150 mM SDS 10%

Glycerol 10% Tris-HCI 125 mM

EDTA 2 mM Dithiothreitol (DTT) 50 mM

EGTA 2 mM Bromphenolblau 0,01%

NaF 50 mM pH 6,5

NasP207 10 mM

DTT 2 mM

NasVO4 200 uM

Triton X-100 1%

B-Glycerolphosphat 40 mM

pH 7,4

Vor Verwendung wurden 1x PIC und

1 mM PMSF zugegeben.

10x SDS-Puffer Transferpuffer

Tris-Base 0,25 M Tris-Base 25 mM

Glycin 2M Glycin 200 mM

SDS 1% Isopropanol 10%

pH 8,3 pH 8,3

Phosphatgepufferte Saline (PBS) PBS mit Tween (PBST)

NaCl 137 mM NaCl 137 mM

KCI 2,7 mM KCI 2,7 mM

KH2PO4 1,4 mM KH2PO4 1,4 mM

NazHPO4 10 mM NazHPO4 10 mM
Tween - 20 (V/V) 0,1%

Sekundarantikorperverdiinnung und Primarantikorperverdiinnung

Blockierungspuffer Tris-HCI 50 mM

PBST mit 5% Magermilchpulver NaCl 150 mM
Triton-X 100 2%
BSA 3%
Pferdeserum 10%

50x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)

EDTA.Na: 50 mM
Tris 2 mM
Essigsaure 1M

Tabelle 11: Puffer
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2.1.12 TaqMan®-Sonden

Sonde

Ziel mMRNA

Gene Mensch

Hs00426853_g1

smooth muscle actin alpha 2

Hs00164004_m1

Collagen type I alpha 1

Hs00943809_m1

Collagen type Il alpha 1

Gene Maus

MmO00725412_s1

smooth muscle actin alpha 2

MmO00801666_g1

Collagen type | alpha 1

MmO01254476_m1

Collagen type Il alpha 1

Mm01258345_g1

Ceramide synthase 2

MmO00510998_m1

Ceramide synthase 5

MmO00556165_m1

Ceramide synthase 6

MmO01252547_g1

SK-1

MmO00445021_g1 SK-2
MmO00514644_m1 S1P1
Mm02620208_s1 S1P2
Mm02620181_s1 S1Ps
Mm02620565_s1 S1Ps
MmO00461932_g1 Spns2
MmO01192933_g1 CTGF
MmO01256744_m1 Fn-1
MmO00506686_m1 Kim-1
MmO01324470_mA1 Len2
MmO00435858_m1 Pai-1
MmO00446190_m1 IL-6
MmO00441242_mA1 Ccl2
MmO00840904 _m1 Nirp3
MmO00443258 m1 Tnf-a
MmO00434228 m1 IL-18
MmO00802529 m1 Adgre1

Tabelle 12: TagMan®-Sonden
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2.1.1 Primer fiir die Genotypisierungen

Primer Sequenz (5 - 3)
Spns2 (vorwarts) CAAAACAATATGGGCTGGGG
Spns2 (revers) GATGAAGGCAGGACTCAGGG
Spns2 (Kassette) TCGTGGTATCGTTATGCGCC
S1Ps (vorwarts) TCCTCGGTTCTAAACCTTCTC
S1Ps (revers) CTCTAAAGCAATGGCCAAGAG

DsRed (revers)

TTGGTCACCTTCAGCTTCACG

Tabelle 13: Primer fiir die Genotypisierungen

Die verwendeten Primer fiir die Genotypisierungen und die TagMan®-Sonden wurden
bei Thermo Fisher Scientific (Schwerte) erstanden.

2.1.1 Software

Software

Hersteller

GraphPad Prism - V. 5.02

Graphpad Software, San Diego, USA

Imaged - V. 1.51j8

National Institutes of Health, Bethesda,
USA

inForm® Tissue Finder™

Phenochart®

Vectra®

Akoya Biosciences, Massachusetts,
USA

TagMan® - 7500 Fast - V. 1.4.0

AppliChem GmbH, Darmstadt

ZEISS ZEN Imaging Software - V. 2008

Carl Zeiss, Jena

ChemSketch V. 2020.1.2

ACD/Labs

Tabelle 14: Software
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2.1.2 Verbrauchsmaterialen

Verbrauchsmaterialen

Hersteller

Amersham Hyperfiim™ ECL

GE Healthcare, Minchen, Deutschland

CELLSTAR® Polypropylen Réhrchen
15 mL und 50 mL

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Corning® 500 mL Filter System

Corning, New York, USA

Eppendorf Reaktionsgefal
(0,5mL, 1,5mL, 2 mL)

Eppendorf GmbH, Hamburg,
Deutschland

Kryoréhrchen CELLSTAR® (2 mL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Lumi-Film Chemiluminescent Detection
Film

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

MicroAmp®Fast Optical 96-Well reaction
plate

Life Technologies, Darmstadt

Kryoréhrchen Cellstar (2 mL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Nitrozellulosemembran, 0,45 ym

BioRad, Munchen, Deutschland

Pasteur Capillary Pipettes, 230 mm

WU Mainz, Bamberg, Deutschland

PCR SoftTubes, 0,2 mL

Biozym Biotech, Wien, Osterreich

Steriflip® (Sterilfiltersystem)

Merck Millipore, Darmstadtt

Stripette® (Zellkulturpipetten)

Corning Incorporated, New York, USA

Whatman® Filterpapier (3 MM)

Whatman International Ltd., Maidstone,
GB

Zahlkammer TC10™ System Counting
Slides, Counting Slides Dual Chamber
for Cell Counter

BioRad, Munchen, Deutschland

Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturplatten (6- und 24-Well)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturschalen

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Zellschaber, 25 cm

Sarstedt, Newton, USA

Tabelle 15: Verbrauchsmaterialien
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2.1.3 Verwendete Tiere

Spns2*--Méause (Mus musculus Spns2tm1a(KOMP)Wtsi) wurden wie bereits
beschrieben generiert (Chen et al. 2014) und von Prof. Paul van Veldhoven
(Katholieke Universiteit Leuven, Belgien) erhalten. Es wurde eine L1L2_Bact P-
Kassette an Position 72464268 des Chromosoms 11 per Kassettenaustausch-
verfahren eingefiigt (Abbildung 9). Fiir die Isolation der Primarzellen wurden Spns2--

Mause und korrespondierende Wildtypen (Spns2**-Mause) verwendet.

Spnszrm‘la

Exon 2 FRT loxP FRT loxP Exon 3 loxP
- I —— - HH
I

Abbildung 9: Schema der Herstellung des Spns2’ mittels des Kassettenaustausch-
verfahrens. Abgebildet sind eine promotorgesteuerte Genkassette, welche eine Spleil3-
Akzeptorseite, eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) und einen [-Galaktosidase
Reporter (lacZ) enthalt. AnschlielRend folgt ein Neomycinresistenzmarker (neo), welcher unter
der Kontrolle eines unabhangigen B-Aktin-Promotors steht. Diese Kassette wurde in das Intron
2 von Spns2 eingeschleust. FRT (flippase recognition target)-Sequenzen flankieren die
Kassette und LoxP (locus of X-over P1)-Sequenzen flankieren das Exon 3 (Chen et al. 2014).

Die S1Ps”-Mause wurden im The Scripps Research Institute (La Jolla, CA, USA)
generiert und uns von Prof. Dr. Jerold Chun zur Verfugung gestellt (Jenne et al. 2009).
Die gesamten kodierenden Gensequenzen von S1Ps wurden, bis auf die Sequenz,
welche flir die ersten sieben Aminosauren kodiert, mit herkdbmmlichen
molekularbiologischen Methoden deletiert. Hierfir wurde der Vektor pBluescript
(Agilent Technologies) verwendet. Es wurde zudem die Sequenz fur DsRed von Ds-
Red-N1 (Takara Bio Inc.) eingefugt. Die Orientierung der Neomycinkassette unter
Kontrolle des Phosphoglyceratkinase-Promotors liegt umgekehrt zu der des S1Ps-

Lokus.
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2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Isolation von Glomerula zur Kultivierung von
Mesangiumzellen der Maus

Nach der schmerzfreien Tétung der Maus wurde der Bauchraum geéffnet und eine der
beiden Niere mit einer Pinzette fixiert. AnschlieRend wurde mit einer Schere das
Fettgewebe und die Nierenarterie abgetrennt. Mit Hilfe von Pinzetten wurde die
Nierenkapsel abgezogen und die Niere in ein 15 mL Reaktionsgefal3, gefullt mit
sterilem PBS, gelegt. Der Vorgang wurde mit der verbliebenen Niere wiederholt. Die
Glomeruli wurden mit Hilfe eines Siebsystems isoliert. Die Maschenweite der Siebe
betrug 180 um oben, 106 uym in der Mitte und 53 um unten. Die Nieren wurden auf das
oberste Sieb gelegt, mit einem Skalpell zunachst zerhackt und schliefdlich mit Daumen
oder Fingern in sterilen Handschuhen durch das Sieb gerieben. Es wurde mit sterilem
PBS nachgespllt, sodass sich mdglichst viel Gewebe auf dem mittleren Sieb
ansammeln konnte. Hier wurde auch wieder Gewebe durch das Sieb gedrickt und mit
PBS nachgespult. Die glomerularen Kapseln und tubulare Bruchsticke blieben auf
dem oberen und mittleren Sieb hangen. Auf dem unteren Sieb sammelten sich somit
die Glomerula, welche aufgrund ihrer GroRe nicht mehr passieren konnten. Einzelne,
aus dem Blut stammende Zellen und das PBS wurden in das Auffangbecken gesplilt.
Das unterste Sieb wurde aus dem Siebsystem herausgenommen, um 180° gedreht
und Uber eine Zellkulturschale mit 150 mm Durchmesser gelegt. So konnten die
Glomerula nun mit PBS von dem Sieb in die Zellkulturschale gespult werden. Die
Glomerula wurde mit Hilfe eines Zellkulturschabers und Pipette in 50 mL
Reaktionsgefallen uberfihrt und bei 1000 Upm fur 10 Minuten zentrifugiert. Das PBS
wurde abgesaugt und die Glomerula in 3 mL Wachstumsmedium resuspendiert und in
25 cm? Zellkulturflaschen Uberfuhrt. Die Glomerula wurden zunachst fur 3 Wochen im
Brutschrank inkubiert, da die Mesangiumzellen diese Zeit bendtigen, um die anderen

Zellen des Glomerulums zu Uberwachsen.

2.2.2 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte in Kulturflaschen im Brutschrank bei 37°C, 5%
CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit unter Verwendung des jeweiligen Wachstumsmediums.

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.
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2.2.3 Stimulation adharent wachsender Zellen

Um die Zellen fur ein Experiment verwenden zu koénnen, wurden sie von den
Kulturflaschen in Zellkulturschalen oder Zellkulturplatten Gberfuhrt. Hierfir wurde
zunachst das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen mit DPBS gewaschen.
AnschlieBend wurde Trypsin/EDTA Losung auf die Zellen gegeben und die
Zellkulturflasche zuriick in den Brutschrank gestellt. Nach ein paar Minuten hatten sich
die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche geldst oder wurden gegebenenfalls noch
durch leichte Schlage gegen die Wand der Flasche abgeldst. Die Zellen wurden im
stets vorgewarmten Wachstumsmedium resuspendiert, in sterile Cellstar™ Rdéhrchen
Uberfuhrt, pelletiert und die Flissigkeit abgesaugt. Zum Aussaen wurden die Zellen in
frischem Wachstumsmedium verdinnt. Fir Experimente wurden die Zellen in
Zellkulturschalen oder Zellkulturplatten ausgelegt und bis zu einer Konfluenz von ca.
70% kultiviert. AnschlieRend wurde das Wachstumsmedium der Zellen fir 24 h gegen
Hungermedium getauscht, um die Zellen in die Ruhephase zu versetzen. Fur die
Stimulation der Zellen wurden die verwendeten Substanzen in Stimulationsmedium in

Cellstar™ Réhrchen angesetzt.

2.2.4 Zellzahlung

Adharente Zellen wurden wie im vorigen Abschnitt beschrieben in Suspension
gebracht. 20 pyL der Zellsuspension wurden 1:1 mit einer Trypanblau-L6sung
behutsam vermischt und etwa 20 pL des Gemischs auf eine Neubauer-Zahlkammer
pipettetiert und die Zellen mit Hilfe eines Lichtmikroskops untersucht. Das Trypanblau
konnte nur die toten Zellen blau anfarben, wohingegen lebende Zellen mit intakter
Zellmembran farblos blieben. Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in der
Zellsuspension wurden diese in den eingeschliffenen Quadranten mit definiertem

Volumen gezahlt.
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2.2.5 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen mit DPBS gewaschen, trypsiniert, in
Wachstumsmedium aufgenommen und flr 5 Minuten bei 800 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in Einfriermedium, bestehend aus 45%
Wachstumsmedium, 45% FKS und 10% DMSO resuspendiert und in sterile
Kryoréhrchen Uberflhrt. Diese wurden anschlie3end in einem mit Isopropanol gefillten
Gefrierbehalter (Mr. Frosty™) langsam auf -80°C abgekuhlt und zur Langzeitlagerung

in flussigem Stickstoff eingefroren.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen unverziglich in ein 37°C warmes
Wasserbad gestellt und die Zellsuspension mit Wachstumsmedium in ein Cellstar™
Réhrchen tberfiihrt. Die Réhrchen wurden zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und
die Zellen in frischem Wachstumsmedium resuspendiert und zur Kultivierung in
Zellkulturflaschen tberfihrt.

2.3 Modell der Adenin-induzierten tubulointerstitiellen
Nierenfibrose der Maus

Durch eine Ubersattigung der Adeninphosphoribosyltransferase (APRT) wird Adenin
Uber die Xanthindehydrogenase (XDH) zu 2,8-Dihydroxyadenin (2,8-DHA) anstatt zu
Adenosinmonophosphat (AMP) verstoffwechselt (Abbildung 10) (Zaidan et al. 2014).
2,8-DHA ist wasserunloslich und prazipitiert unter der Bildung von Kristallen im
Gewebe, wenn es nicht Uber den Urin vorher ausgeschieden werden kann. Hierdurch
wird das Gewebe geschadigt und eine Entzindungsreaktion hervorgerufen. Sowohl
im Menschen wie auch in Mausen lagern sich die Kristalle vor allem im Lumen der
Tubuli und im Zytosol von Tubulusepithelzellen an und fihren zu einer
tubulointerstitiellen Fibrose (Zaidan et al. 2014; Jia et al. 2013).
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> AMP < Adenosin ——» ...
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Adeninliberschuss

Abbildung 10: Stoffwechselweg fiir den Abbau von Adenin und die Folgen einer
Ubersattigung fiir die Niere (Zaidan et al. 2014).

Durch eine Uberséttigung des Enzyms Adeninphosphoribosyltransferase (APRT) mit Adenin,
kann dieses nicht mehr vollstandig unter Verbrauch von 5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat
(PRPP) Uber Adenosinmonophosphat (AMP) bis zur Ausscheidung als Harnsaure
verstoffwechselt werden. Stattdessen wird das Uberschissige Adenin mit Hilfe der
Xanthindehydrogenase (XDH) zu 2,8-Dihydroxyadenin umgewandelt, welches im Gewebe
auskristallisiert und zur Nephropathie fuhrt.

Die Haltung der Mause erfolgte in der zentralen Forschungseinrichtung (ZFE) der
Universitatsklinik Frankfurt am Main. Alle Mause hatten freien Zugang zu Futter und
Wasser und wurden in einem Haltungsraum mit einem 12 h Tag-Nacht-Rhythmus und
einer konstanten Raumtemperatur von 22 + 2°C gehalten. Die Durchflihrung des
Tiermodells der Adenin-induzierten tubulointerstitiellen Nierenfibrose, fortan AN-
Modell genannt, erfolgte unter Berucksichtigung der Richtlinien des deutschen
Tierschutzgesetzes und nach einem zuvor vom zustandigen Regierungsprasidium
bewilligten Tierversuchsantrag. Fiir den Versuch wurden mannliche S1Ps7-Mause
bzw. deren korrespondierende Wildtyp-Mause (C57BL/6J-Mause) verwendet. Das
Standardfutter wurde durch eine adeninhaltige Diat ersetzt und den Versuchstieren ad
libitum zur Verfigung gestellt. Am Ende der jeweiligen Versuchsdauer wurden die
Tiere schmerzfrei getdtet und anschlielend die Nieren, Leber, Milz und Blut fir weitere

Untersuchungen enthommen.

Die Organe wurden kurz in Zellkulturschalen mit PBS gewaschen. Bei einer Niere
wurde die Nierenkapsel entfernt und das Organ der Lange nach halbiert. Die Milz und
der Leberlappen wurden ebenfalls halbiert. Die beiden Halften der einen Niere und
eine Halfte der Milz und des Leberlappens wurden jeweils in eine Einbettkassette
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gefasst und in eisgekuhltes Formalin gelegt, um sie spater fur histologische
Untersuchungen verwenden zu konnen. Die andere Niere und die verbliebenen
Halften der Milz und des Leberlappens wurden trocken getupft, in 1,5 mL
Reaktionsgefale Uberfuhrt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlie3end
bei -80°C gelagert.

Die tiefgefrorenen Organe bzw. Teile davon wurden in flissigen Stickstoff Uberfuhrt
und mit Hilfe eines Dismembrators (B. Braun, Melsungen) pulverisiert. Hierflir wurden
die Zylinder und Kugeln des Dismembrators ebenfalls in flissigem Stickstoff
vorgekuhlt. Das Organ wurde zusammen mit der Kugel in einen Zylinder gesteckt und
dieser in das Gerat eingespannt. Bei 3000 Upm fur eine Dauer 20 Sekunden wurden
die Organteile zu einem Pulver verarbeitet. Die Homogenisate wurden mit
vorgeklhlten Spateln auf mehrere Reaktionsgefalle verteilt. Fir die Lipidanalytik
musste das Gewicht der Homogenisate gemessen werden. Hierfur wurde zuvor das
Leergewicht der 1,5 mL Reaktionsgefalde ermittelt und anschlieend nach Augenmal}
eine Menge von ca. 15 mg Uberfuhrt, unmittelbar das Gewicht bestimmt und die
Proben in flissigen Stickstoff geworfen, bevor sie bei -80°C gelagert wurden. Um die
RNA isolieren zu kénnen, wurde 1 mL TRI® Reagenz zu einer Menge von 20 bis 30
mg Homogenisat gegeben und die Proben bei -80°C gelagert. Fir die Proteinanalytik
wurde eine Menge von ca. 40 mg Homogenisat mit 500 pL Lysispuffer auf Eis

vermischt und anschlie3end bei -20°C gelagert.

2.4 Lipid-Analyse mittels LC-ESI-MS/MS

Die Organe, Plasma und Zellkulturproben wurden zur Bestimmung und Quantifizierung
der Sphingolipide mit Hilfe von Flassigchromatographie mit Elektrosprayionisation-
Massenspektrometrie-Kopplung und anschlieBender Tandem Massenspektrometrie
(LC-ESI-MS/MS) durch das Institut fur Klinische Pharmakologie unter der Leitung von
Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Gerd Geil3linger aufgearbeitet, gemessen und ausgewertet.
Die Gewebeproben wurden mit einem Gemisch aus Ethanol in Wasser (1:3 V/V)
versetzt und mittels einer Scheibenschwing-Muhle (Retsch, Haan) mit vier
Zirconiumoxid-Kugeln far 2,5 Minuten bei 25 Hz aufgearbeitet und auf eine

Konzentration von 0,02 ug/mL gebracht. 50 uL der Gewebesuspension wurden mit 20
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ML eines internen Standards und mit 150 pL eines Extraktionspuffers (30 mM

Citronensaure und 40 mM Dinatriumhydrogenphosphat) vermischt.

Die Mischung wurde mit 600 yuL Methanol/Chloroform/Salzsaure (15:83:2, V/V/V)
extrahiert. Die untere, organische Phase wurde bei 45°C und unter einem sanften
Stickstofffluss verdampft und in 50 pyL Tetrahydrofuran/Wasser (9:1 V/V) mit 0,2%
Ameisensaure und 10 mM Ammoniumformiat wieder gelost. Von den Standards zur
Kalibrierung und von den Proben fur die Qualitatskontrolle wurden im Gegensatz zu
den 50 uL von den zu untersuchenden Homogenisaten nur stets 20 yuL verwendet. Zu
Beginn und am Ende jedes Laufes wurden drei verschiedene Konzentrationen der

Qualitatskontrollproben (niedrig, mittel, hoch) gemessen.

Fur die chromatographische Auftrennung der Sphingolipide wurde ein Agilent 1290
HPLC System bestuckt mit einer Zorbax C18 Eclipse Plus UHPLC Saule (2,1 * 50 mm,
1,8 pm, Agilent Technologies, Waldbronn) verwendet. Die Tandem-Massen-
spektrometrie-Analyse wurde mit einem hybriden Tripel-Quadrupol-lonenfallen
Massenspektrometer QTRAP 5500 (Sciex, Darmstadt) durchgefuhrt, welches mit einer
Turbo V lonenquelle, die im positiven Elektrospray-lonisierungsmodus betrieben
wurde, ausgestattet war. Die Daten wurden mit Analyst Software Version 1.6 und
MultiQuant Software Version 3.0 (beides von Sciex, Toronto Kanada) anhand des
Isotop-spezifischen, internen Standards analysiert. Die Abweichungen vom internen
Standard betrugen nicht mehr als 15%, aul3er flr das untere Limit der Quantifizierung,

wo eine Abweichung von 20% akzeptiert wurde.

2.4.1 Genotypisierung mittels Polymerase-Kettenreaktion

Fur die Genotypisierung der Mause wurde die Polymerasekettenreaktion (polymerase
chain reaction, PCR) verwendet. Schwanzbiopsien oder Ohrstanzen der Mause
wurden hierfar in 0,5 mL Eppendorf Reaktionsgefal’e Uuberfuhrt und fur 1 Stunde bei
95°C in 50 pL eines basischen Lysereagenz gekocht, um die Zellen aufzuschlieRen
und die DNA zuganglich zu machen. AnschlieRend wurde das Gewebeextrakt mit 50
uL einer MOPS-Lésung (50 mM) neutralisiert und die Proben kurz abzentrifugiert, um

grobe Gewebestlcke zu pelletieren.
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Fir die PCR wurde folgender Ansatz verwendet (Volumen pro Probe):

5uL 10x PCR Reaction Buffer

3 yL 25 mM MgClz

2 uL 10 mM dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
2 uL 10 uM Primer (forward)

2 uL 10 yM Primer (reverse)

0,3 uL Taq Polymerase (5 U/uL)

5uL Gewebeextrakt

30,7 pL ddH20

Temperaturprogramm des Thermocyclers:

94°C 3 Minuten
94°C 30 Sekunden
55°C* 30 Sekunden  *abhangig von der Schmelztemperatur der Primer
72°C 30 Sekunden
40 Zyklen
72°C 7 Minuten

Die Proben wurden anschlie3end mittels Gelelektrophorese und UV-Licht analysiert.

2.5 Molekularbiologische Methoden
2.5.1 Agarose-Gelelektrophorese

PCR-Proben wurden mittels Gelelektrophorese nach ihrer GrofRe aufgetrennt und
anschlieRend mit Hilfe von UV-Licht sichtbar gemacht. Fur die Analyse der PCR-
Produkte aus den Genotypisierungsreaktionen wurden Gele aus 15 g/L Agarose in
TAE-Puffer verwendet, die mit GelRed® nach Anleitung des Herstellers gefarbt
wurden, um die DNA unter UV-Licht sichtbar zu machen. Die Proben und die 100 bp
DNA-Leiter wurden mit 6x DNA-Ladepuffer (Thermo Scientific) angesetzt, auf das Gel
aufgetragen und die Elektrophorese wurde fir 100 Minuten bei 90 V in einer
Elektrophoresekammer, betrieben durch den Power Pac 200 (BioRad), durchgeflhrt.
Abschliellend wurden die DNA-Banden unter UV-Licht (300 nm) sichtbar gemacht.
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2.5.2 RNA-Isolierung

Um die Zersetzung der RNA durch omniprasente RNasen zu vermeiden, wurde flr die
RNA-Isolierung stets DEPC-H20 verwendet. Hierfir wurde eine 0,1%ige-Ldsung von
DEPC-H20 hergestellt, welche bei 37°C uUber Nacht inkubiert und am nachsten Tag
autoklaviert wurde. Durch diesen Prozess werden vorhandene RNasen inaktiviert und
DEPC zerfallt zu Ethanol und Kohlendioxid.

Die Isolierung der mRNA aus den Zellen wurde mit Hilfe von TRI®Reagenz nach
Angaben des Herstellers durchgefihrt. Das Stimulationsmedium der Zellen wurde
abgesaugt oder gegebenenfalls in 2 mL Eppendorf Reaktionsgefale Uberfihrt und je
1 mL TRI®Reagenz auf den Zellrasen in der Zellkulturplatte gegeben. Nach Zugabe
von 200 uL Chloroform und 20-fachem Invertieren der ReaktionsgefalRe wurde Uber
eine Zentrifugation von 15 Minuten bei 13.000 Upm und 4°C eine Phasentrennung des
Gemisches erzielt. Die RNA-haltige obere Phase wurde vorsichtig abgenommen, in
ein frisches 1,5 mL Eppendorf Reaktionsgefaly tberfihrt und mit 500 uL Isopropanol
versetzt. Die Gefalle wurden erneut 20 Mal invertiert und anschlief3end fur 5 Minuten
bei 13.000 Upm und 4°C zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Isopropanol verworfen,
die prazipitierte RNA mit 75%iger Ethanol-Lésung (V/V) gewaschen und nach dem
Verwerfen des Ethanols fur 10 bis 30 Minuten bis zur Verdunstung jeglicher Flissigkeit
bei 55°C im Thermomixer getrocknet. Das Pellet wurde entsprechend seiner Masse
mit 20-50 yL DEPC-H20 unter zur Hilfenahme des Thermomixers geldst (10 Minuten,
1000 Upm, 55°C). Die Proben wurden bei -80°C gelagert.
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2.5.3 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung isolierter RNA

Die Konzentration isolierter RNA wurde mit Hilfe des NanoDrop™ ND-1000
Spektrophotometers bestimmt. Die Konzentration errechnete sich aus der OD bei 260

nm, der Verdinnung sowie dem fur RNA spezifischen Multiplikationsfaktor 40.
c [ng/uL] = OD260 x V x F

¢ = Konzentration der Probe

V = Verdlnnungsfaktor

F = Multiplikationsfaktor (40 fir RNA)

Durch das Verhaltnis aus der OD260 und OD280 kann eine Aussage Uber die Phenol-
und Proteinverunreinigung der RNA getroffen werden. Bei geringer Kontamination liegt

der Quotient bei ca. 2,0.

2.5.4 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase, einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase, wurde
die messenger-RNA (mRNA) in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Als
Primer diente eine Mischung aus zufalligen Hexanukleotiden (Random Hexamer
Primer) mit 5'- und 3‘- Hydroxylgruppenende.

Folgender Ansatz wurde je Probe verwendet und in 0,5 mL Eppendorf

Reaktionsgefalle pipettiert:
1,2 ug RNA

1uL Random Hexamer Primer
ad 12,5 uL DEPC-H20
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Die Anlagerung der Random Hexamer Primer an die mRNA (Primerhybridisierung)
wurde durch funfminttiges Erhitzen auf 70°C ermdglicht. Anschliel}end wurden die
Proben wieder auf Raumtemperatur gebracht und folgender Mastermix hinzugefligt

(Volumen pro Probe):

4 uL 5x Reaction Buffer

0,5 uL RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor (40 U/uL)

2 uL 10 mM dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
1L RevertAid™ Reverse Transcriptase (200 U/uL)

Danach wurden die Proben flir 60 Minuten bei 42°C im Thermocycler inkubiert fur die
Synthese des cDNA-Strangs. Zum Schluss wurde die Reverse Transkriptase
inaktiviert, indem die Temperatur fir 10 Minuten auf 70°C erhéht wurde. Die Proben
wurden im Verhdltnis von 1:5 mit DEPC-H20 verdinnt und bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.

2.5.5 Quantitative Real-Time-PCR (Tagman®)

Die quantitative Real-Time-PCR (RT-qPCR) wurde flr die Quantifizierung der mRNA
ausgewahlter Gene in den Proben eingesetzt. Das Verfahren basiert auf dem
klassischen PCR-Verfahren zur Vermehrung der cDNA, bei der zusatzlich die Menge
der amplifizierten DNA-Strange je Zyklus Uber Fluoreszenz in Echtzeit gemessen wird.
Um die gemessene Genexpression in den Proben in Relation setzen zu kénnen, wurde
in jeder Probe die Menge der transkriptionell kaum regulierten 18S rRNA bestimmt
(sogenanntes Haushaltsgen). Fur die RT-gPCR wurden cDNA-haltige Proben
verwendet, die wie im Abschnitt 2.5.4 hergestellt wurden. Folgende Reagenzien

wurden in 0,5 mL Eppendorf Reaktionsgefal} pipettiert:

Haushaltsgen (18S) Zielgen Reagenz

1 uL 5L cDNA

0,3 uL 1 uL Sonde inklusive Primer
9uL 9 uL LowRox Mix

9,7 uL 5uL ddH20
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Die verwendeten Sonden sind in Abschnitt 2.1.12 (Tabelle 14) aufgefuhrt. Der
beschriebene Reaktionsansatz wurde fir die Moglichkeit einer Doppelbestimmung auf
jeweils zwei wells einer 96-well-Platte verteilt und nach Versiegelung der Platte mittels
einer durchsichtigen Folie in dem ,7500 Fast Real-Time PCR System® unter

Verwendung von folgendem Temperaturprogramm analysiert:

50°C 5 Sekunden
94°C 15 Minuten
60°C 60 Sekunden
94°C 15 Sekunden
94°C 15 Sekunden
40 Zyklen
60°C 60 Sekunden

Fur die Auswertung mittels der 7500 Fast System SDS Software Version 1.4 wurde
Cycle threshold-Wert (Ct-Wert) herangezogen. Er bildet den Schnittpunkt zwischen der
Amplifikationskurve und dem Schwellenwert. Der Schwellenwert wurde hierbei so
gesetzt, dass der Ci-Wert an einer Position auf der Amplifikationskurve ausgelesen

wird, an der das Fluoreszenzsignal exponentiell pro Zyklus ansteigt und sich deutlich

von der Hintergrundsfluoreszenz abhebt. Die relative Quantifizierung der

Genexpression erfolgte anschlieRend nach der AACt-Methode.

2.6 Biochemische Methoden

2.6.1 Praparation von Zelllysaten und Gewebehomogenisaten

Fur die Untersuchung der Proteinexpression wurden die Zellen zunachst, wie in den
Abschnitten 2.2.2 und 2.2.3 beschrieben, kultiviert, stimuliert und am Ende mit DPBS
gewaschen. Die nachfolgenden Schritte wurden stets auf Eis durchgefuhrt. Auf den
Zellrasen wurde, je nach GroRRe der verwendeten Zellkulturschalen, 100-200 pL
Lysepuffer gegeben, die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein 1,5 mL
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Anschlielend wurden die Zellen der Zellsuspensionen bzw.
der Gewebehomogenisate mit Hilfe eines Ultraschallstabs (Branson Sonifer W-450)
aufgeschlossen und das Gemisch zentrifugiert (10 Minuten, 13.000 Upm, 4°C). Der
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Uberstand wurde in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefaly Uberfiinrt und bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.

2.6.2 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Bestimmung des Proteingehalts der Zelllysate oder Gewebehomogenisate erfolgte
nach der Methode von Bradford (Bradford 1976). Es wurde fir jede Messung eine
neue BSA-Standardreihe in VE-H20 mit einem Konzentrationsbereich zwischen 0
(blank) und 30 pg/mL und 800 pL Gesamtvolumen in 1,5 mL Reaktionsgefalien
angesetzt. FUr die zu untersuchenden Proben wurden je 795 pL VE-H20 in 1,5 mL
ReaktionsgefalRen vorgelegt und 5 uL der Probe hinzugegeben. Alle Proben der
Standardreihe und die Probenverdinnungen wurden mit 200 pyL Bradford Protein
Assay-Reagenz (Roti®-Quant) auf 1 mL aufgeflillt und gut vermischt. Nach 10 Minuten
Inkubation im Dunkeln wurden jeweils 100 pL in einer Doppelbestimmung luftblasenfrei
in eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert und die Absorption bei 595 nm mit Hilfe des
Mikroplatten-Lesegerats Sunrise (Tecan, Neustadt) gemessen. Die Umrechnung auf
die Proteinmenge in den Proben wurde mit Hilfe von Magellan3 (Tecan, Neustadt) und

Excel durchgefuhrt.

2.6.3 Trichloressigsaure-Proteinfallung aus
Zellkulturuberstanden

Der zu untersuchende Zellkulturiberstand wurde nach dem Experiment in ein
Reaktionsgefal uberflihrt und anschlielend schonend zentrifugiert, um Zellen zu
pelletieren (2000 rpm, 4°C, 5 Minuten). 90% (V/V) des Uberstands wurde in neue
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Die Proben wurden ggf. bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C gelagert. Um den Uberstand von Zellresten zu befreien, wurden die Proben bei
13000 Upm und 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert und wiederum 90% (V/V) des
Uberstands in ein neues ReaktionsgefaR berfiihrt. Zur Fallung der Proteine wurde
eine Trichloressigsaure-Losung (70%) im Verhaltnis 1:10 hinzugegeben und durch
Invertieren gemischt. Die Proben wurden fur 30 Minuten auf Eis inkubiert und
anschlielend flr weitere 30 Minuten bei 13000 Upm und 4°C zentrifugiert. Jegliche
Flussigkeit wurde sorgfaltig und restlos entfernt. Zu den Proben wurde je nach Grolie
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des Pellets 30-75 pL Tris/HCI (pH 8,5) hinzugegeben und das Pellet mittels einer
Inkubation im Thermomixer bei 50°C und 1400 Upm fir eine Dauer von 20 Minuten
gelést. Die Proben wurden kurz mit einer Tischzentrifuge abzentrifugiert und 4x
Laemmli-Puffer im Verhaltnis 1:4 hinzugegeben und vermischt. Die Proben wurden bei
95°C fur 10 Minuten zur Denaturierung der Proteine erhitzt, kurz abzentrifugiert und

bis zur weiteren Analyse mittels SDS-PAGE bei -20°C gelagert.

2.6.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur ldentifizierung und Quantifizierung von Proteinen mittels Western Blot wurde
zunachst die sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
nach Laemmli zur Auftrennung der Proteine anhand ihrer GrofRe durchgeflihrt
(Laemmli 1970). Hierfir wurden jeweils entsprechende Volumina der Lysatproben fur
30 ug Protein entnommen und mit Lysispuffer auf ein Volumen von 30 yL aufgefulit.
Diese Verdinnungen wurden mit je 10 yL 4x Laemmli-Puffer vermischt und die
Proteine flr 10 Minuten bei 95°C denaturiert. Die fertigen Proben aus den Zelllysaten,
Gewebehomogenisaten oder Zellkulturiiberstanden sowie 6 upL eines Molekular-
gewichtsstandards wurden in die Geltaschen eines diskontinuierlichen Systems aus
einem oben liegenden Sammelgel, welches die Taschen fur die Proben bildet, und
einem Trenngel zur Separation der Proteine geflllt. Die Gelelektrophorese wurde fir
die Aufenthaltszeit der Proben im Sammelgel bei 70 V und fir die Auftrennung im
unten liegenden Trenngel bei 100 V in einer mit Laufpuffer gefullten Elektrophorese-
kammer durchgeflhrt. Die Zusammensetzung des Trenngels (Tabelle 16) richtete sich

nach der Grof3e des Zielproteins, um eine optimale Auflésung zu erreichen.

2.6.4.1 Herstellung der Gele

Fir die SDS-PAGE wurden die Polyacrylamidgele mit Hilfe von speziellen
Gelapparaturen gegossen. Ca. 10 mL einer Trenngelldsung wurde zwischen die
Glasplatten der Apparatur gegossen und anschliel3end mit Isopropanol Uberschichtet,
um eine glatte Schicht, die frei von Luftblasen ist, zu erhalten. Nachdem das Trenngel
auspolymerisiert war, wurde das Isopropanol abgeschuttet, das Trenngel mit ca. 2,5

mL Sammelgelldsung Uberschichtet und sogleich die Taschenkdmme eingesetzt. Die
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auspolymerisierten Gele wurden aus der Apparatur entfernt und entweder sofort
verwendet oder fUr kurze Zeit in feuchte Tlcher gewickelt, in Plastiktlten verstaut und

im Kuhlschrank gelagert.

Trenngellésungen 6% 10% 12% 15%

Rotiphorese® 4,1 mL 6,7 mL 8 mL 10 mL
Trenngelpuffer 5mL 5mL 5mL 5mL

H20 10 mL 8 mL 6,7 mL 4,6 mL
SDS 10% 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL
APS 10% 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL
TEMED 10 L 10 L 10 pL 10 L

Tabelle 16: Zusammensetzung der Trenngelldsungen fiir 2 Gele

Sammelgellésung
Rotiphorese® 1,3 mL
Sammelgelpuffer 2,5mL
H20 6 mL
SDS 10% 100 pL
APS 10% 60 pL
TEMED 20 pL

Tabelle 17: Zusammensetzung der Sammelgellésung fir 2 Gele

2.6.5 Western Blot-Analyse

Die mittels SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine wurden
nach dem Western Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen, auf der
anschlieRend der immunchemische Nachweis bestimmter Proteine erfolgen konnte.
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2.6.5.1 Elektrotransfer nach dem Wet-Blot-Verfahren

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nun senkrecht zur
vorangehenden Laufrichtung Uber ein weiteres elektrisches Feld auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen (,Blotten®). Fir den Transfer der Proteine wurde
folgendes ,Sandwich® in einer Schale geflllt mit Transferpuffer zusammengelegt:
Elektrodenschwamm, zwei Whatman-Papiere, Nitrozellulosemembran, Polyacrylamid-
Gel, zwei Whatman-Papiere, Elektrodenschwamm. Um Luftblasen zwischen Membran
und Gel zu entfernen, wurden unter leichtem Druck mit einem Glasstab Uber das
Sandwich gerollt. Das fertige Sandwich wurde in einen Schlitten gespannt und so in
die Transferkammer (Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell) gestellt, dass die
Membran zur Anode und das Gel zur Kathode zeigt. Die Transferkammer wurde mit
Transferpuffer aufgefullt und auf Eis gestellt. Das ,Blotten” erfolgte fur 75 Minuten bei
70 V und wurde zum Schluss durch reversible Anfarbung aller Proteine auf der
Membran Uberpruft. Hierfir wurde die Membran kurz in eine Ponseau-S-Losung gelegt

und nach optischer Kontrolle mittels PBST wieder vom Farbstoff befreit.

2.6.5.2 Immunchemischer Nachweis von Proteinen

Die Zielproteine wurden immunchemisch durch die Bindung von Antikorpern und
mittels Chemilumineszenz detektiert. Damit die Antikérper sich nicht wie beim ,Blotten®
unspezifisch an die Membran anlagern, wurde die Membran fur eine Stunde bei
Raumtemperatur in eine mit Milchpulverlésung (5%) gefullte Schale auf einen Schuttler
gestellt. AnschlieRend wurde die Milchlésung weggeschittet, die Schale mit PBST
geflllt und fir 10 Minuten auf einen Schuttler gestellt, bevor die Losung verworfen
wurde. Dieser Schritt wurde dreimal durchgefuhrt und folgend als ,PBST-Waschschritt*
zusammengefasst. Die Membran wurde anschlieliend mit einer entsprechenden
Lésung des Erstantikdrpers, welcher an das Zielprotein bindet, Gber Nacht bei 4°C auf
einem Schiuttler inkubiert. Danach folgte ein PBST-Waschschritt und die Membran
wurde daraufhin mit einer entsprechenden Losung des Zweitantikorpers, welcher an
den Erstantikdrper bindet und an eine Meerrettichperoxidase gekoppelt ist, fur 90
Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert. Ein weiterer PBST-
Waschschritt erfolgte, die feuchte Membran wurde auf eine Glasplatte gelegt und fur

eine Minute mit dem Substrat fir Chemilumineszenzreaktion der Peroxidase benetzt.
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Zur Visualisierung und Dokumentation des Zielproteins wurde die Membran in eine
Klarsichtfolie gesteckt, diese in eine Filmkassette gelegt und in eine Dunkelkammer
gebracht. Dort wurde ein Autoradiographiefilm flir wenige Sekunden bis Minuten auf

die Membran gelegt und dieser mit Hilfe einer Entwicklermaschine entwickelt.

Die entwickelten Filme wurden nach Abpausen des Molekulargewichtsstandards
eingescannt und die Banden des Zielproteins mit Hilfe des Bildbearbeitungs-
programms Imaged 1.51j8 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
quantifiziert. Dazu wurde die optische Dichte und GroRe der Proteinbanden des
Zielproteins und des Referenzproteins bestimmt. Somit konnte die Expression des
Zielgens in Relation zur Expression eines Haushaltsgens semiquantitativ bestimmt
werden. Mit der Membran wurde erneut ein PBST-Waschschritt durchgefiihrt und
diese direkt fur einen weiteren immunchemischen Nachweis verwendet oder aber zur

Lagerung getrocknet.

2.7 Histologische Immunchemie
2.7.1 Vorbereitung der Paraffinblocke

Die Organe wurden uber Nacht bei 4°C in 4% Formalin fixiert. In einer automatischen
Gewebeinfiltrationsmaschine wurden die Organe nacheinander in 50%, 75%, 90%,
96% und 100% Ethanol, Isopropanol und Xylol dehydriert und zuletzt mit Paraffin
infiltriert. Die getrockneten Organe wurde in Einbettformen aus Edelstahl gelegt und in
flissigem Paraffin eingebettet. Zur Aushartung wurden die Blécke auf eine Kihlplatte
gelegt. Zur histologischen Untersuchung wurden 3 pm dunne Schnitte der Organe
abgeschnitten, in einem warmen Wasserbecken ausgelegt, auf Objekttrager
Ubertragen und bei 37°C auf einer Heizplatte Gber Nacht getrocknet. Auf den fertigen
Schnitten konnten nachfolgend spezifische Proteine oder Organelle mit Antikbrpern

oder Farblosungen angefarbt werden.
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2.7.2 PAS-Reaktion

Mit der periodic acid-Schiff reaction (PAS-Reaktion) werden Bindegewebe,
Membranen und Zellwande durch eine rosa bis magentafarbene Farbung sichtbar
gemacht. Fur die Deparaffinisierung wurden die Schnitte nacheinander in Schalen mit

folgendem Inhalt getaucht:

10 Minuten Xylol, 10 Minuten Xylol, 5 Minuten 100% Ethanol, 5 Minuten 90% Ethanol,
5 Minuten 70% Ethanol, 5 Minuten 50% Ethanol, 5 Minuten VE-Wasser.

Die Schnitte wurden fur 5 Minuten in 0,8% Perjodsaure gelegt und mit destilliertem
Wasser gewaschen. Im Anschluss wurde Schiff’'sches Reagenz fiir 20 Minuten auf die
Schnitte pipettiert, sodass das Gewebe komplett bedeckt war. Das Reagenz wurde mit
Leitungswasser abgespult und die Schnitte anschliellend fur zehn Sekunden in
Hematoxylin getaucht, um die Zellkerne anzufarben. Das Hematoxylin wurde mit
Leitungswasser abgewaschen und die Schnitte flir 3 Minuten in destilliertes Wasser
gegeben. Zuletzt wurden die Schnitte wieder entwassert, indem die oben aufgeflihrte
Reihe zur Deparaffinisierung rickwarts durchlaufen wurde. Direkt im Anschluss wurde
zum Eindecken ein Deckglas mit Hilfe von Entellan® auf die Schnitte unter Ausiibung
von Druck geklebt. Die gefarbten Schnitte wurden unter dem Mikroskop (Axiovert 200
Vergroflerung x100, Zeiss) betrachtet und reprasentative Aufnahmen (Leica DFC310

FX Kamera, Leica Camera AG) gespeichert.

2.7.3 Makrophagen-Infiltration

Zum Nachweis der Infiltration des Gewebes mit Makrophagen wurde ein Antikorper
gegen das EGF-ahnliche modulhaltige Mucin-ahnliche Hormonrezeptor-ahnliche 1
Protein (EMR1) auch bekannt als F4/80 verwendet. Fir die Deparaffinisierung wurden

die Schnitte nacheinander in Schalen mit folgendem Inhalt getaucht:

10 Minuten Xylol, 10 Minuten Xylol, 5 Minuten 100% Ethanol, 5 Minuten 90% Ethanol,
5 Minuten 70% Ethanol, 5 Minuten 50% Ethanol, 5 Minuten VE-Wasser.

Citratpuffer von Dako wurde 1:10 mit Wasser verdinnt, ein Gefal3, in welches die
Schnitte gestellt wurden, mit diesem Puffer gefullt und flr 10 Minuten bei 800 Watt in

einer Mikrowelle erhitzt. Der Puffer wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt und zwei
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Mal mit TBS gewaschen. Der Antikorper gegen F4/80 wurde in Dako Antibody Diluent
1:200 verdunnt. 100 pL dieser Verdlinnung wurden auf einen Schnitt pipettiert und bei
4°C uber Nacht inkubiert. Die Schnitte wurden zwei Mal mit TBS gewaschen und
anschlief3end fur 30 Minuten mit ein bis zwei Tropfen des Zweitantikdrpers N-Histofine
Simple Stain Mouse Max PO Rat bei Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte wurden
erneut zwei Mal mit TBS gewaschen und 100 uL des Peroxidase-Substrats wurde auf
die Schnitte pipettiert. Das Peroxidase-Substrat bestand aus 2,5 mL ddH20-Wasser
vermischt mit einem Tropfen Puffer, zwei Tropfen DAB und einem Tropfen Peroxide
Solution. Der Farbeprozess wurde durch Spulen in Leitungswasser gestoppt. Die
Schnitte wurden anschliel3end flr zehn Sekunden in eine Hematoxylinlésung getaucht,
um die Zellkerne anzufarben. Uberschissiger Farbstoff wurde nachfolgend in
Leitungswasser abgewaschen. Zuletzt wurden die Schnitte wieder entwassert, indem
die oben aufgefuhrte Reihe zur Deparaffinisierung rickwarts durchlaufen wurde. Direkt
im Anschluss wurde zum Eindecken ein Deckglas mit Hilfe von Entellan® auf die
Schnitte unter Ausibung von Druck geklebt. Die gefarbten Schnitte wurden unter dem
Vectra 3.0 Automated Quantitative Pathology Imaging System (Akoya Biosciences,
Massachusetts, USA) betrachtet und reprasentative Aufnahmen mit Vectra® (Akoya
Biosciences, Massachusetts, USA) gespeichert. Mit Hilfe des lernfahigen,
automatisierten Algorithmus von inForm® Tissue Finder™ (Akoya Biosciences,
Massachusetts, USA) und dem Bildauswertungsprogramm Phenochart® (Akoya
Biosciences, Massachusetts, USA) wurden alle Zellen des Schnittes, welche positiv

fur F4/80 waren, gezahlt und in Relation zur Gesamtzellzahl gesetzt.

2.8 Datenanalyse und Prasentation

Die prasentierten Messdaten zeigen jeweils den errechneten Mittelwert sowie den
dazugehdrigen Standardfehler des Mittelwerts (+ SEM) von der gegebenen Anzahl (n)
an unabhangigen Experimenten. Die Western Blot-Banden wurden quantitativ mit dem
Programm ImageJ® ausgewertet, auf die Haushaltsgene B-Aktin oder GAPDH
normalisiert und in Relation zur Kontrolle gesetzt. Die graphische Prasentation und
statistische Auswertung wurden mit GraphPad Prism 5 durchgefihrt. Ergebnisse von
ELISA Versuchen wurden nach den Angaben der Hersteller ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Rolle des Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptors 5 (S1Ps) in fibrotischen Nierenerkrankungen

S1Ps ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor fur S1P, der im gesunden Menschen
hauptsachlich im Gehirn, im Knochenmark, in der Haut und in der Milz exprimiert wird
(Im et al. 2000; Fagerberg et al. 2014 ). Die Aktivierung des Rezeptors erzeugt uber die
G-Proteine verschiedene Signale in der Zelle, welche die Proliferation, Migration,
Gefaltonus, Barrierefunktion und Zellkommunikation steuern kénnen (Brinkmann
2007).

3.1.1 S1Ps-Expression ist erhoht in fibrotischem Nierengewebe

Es wurde bereits gezeigt, dass der profibrotische Faktor TGF-B2 in der Lage ist, die
Expression von S1Ps in humanen Mesangiumzellen zu erhéhen (Winsche et al. 2015).
Des Weiteren wurde gezeigt, dass die TGF-Bz-induzierte Expression des
profibrotischen Zytokins CTGF durch eine vorhergehende Herunterregulation von
S1Ps verhindert werden kann (Wunsche et al. 2015). Mit Hilfe von RT-qPCR konnte
nun auch eine erhdohte Expression von S1Ps in fibrotischem gegentber
nichtfibrotischem Gewebe aus der Niere von Patienten, die an einer Hydronephrose
leiden, gemessen werden (Abbildung 11A). Zudem konnten Mitarbeiter von Prof. Dr.
H. J. Grone, dem Leiter der Abteilung fur Zellulare und Molekulare Pathologie am
DKFZ in Heidelberg, mit Hilfe einer semi-quantitativen RT-PCR die Expression von
S1Ps in der humanen Niere auf mMRNA-Ebene nachweisen. Die héchste Expression

wurde hierbei im Tubulussystem gemessen (Abbildung 11B).
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Abbildung 11: Genexpression von S1Ps in humanen Nierenbiopsien. A: RT-gPCR von
S1Ps-mRNA in nichtfibrotischem und fibrotischem Nierengewebe aus Patienten, die unter
einer Hydronephrose litten. Abgebildet sind Mittelwerte + Standardfehler (standard error of the
mean, SEM); **p < 0,01; n =5 (Kontrolle), n = 10 (Fibrose). B: Vergleich der mRNA-Expression
von humanem S1Ps gegeniber der Referenz-mRNA GAPDH in verschiedenen Sektionen von
humanem Nierengewebe. Die Abb. wurde von Prof. Dr. H. J. Gréne, dem Leiter der Abteilung
fur Zellulare und Molekulare Pathologie am DKFZ, zur Verfugung gestellt.

3.1.2 S1Ps-Mause zeigen einen milderen Verlauf bei der
Adenin-induzierten Nephropathie

Um die Rolle von S1Ps in der Nierenfibrose weiter zu untersuchen, wurden S1Ps/--
Mause und Wildtypmause der Linie C57BL/6J in dem Modell der Adenin-induzierten
Nephropathie (AN) eingesetzt.

Wildtyp- und S1Ps7-Mause wurden fiir 7 und 14 Tage mit einer adeninreichen (0,25%
Adenin) Nahrung gefuttert. Anschliefend wurden die Mause schmerzfrei getotet, um
Blut und Organe zu entnehmen. Mit Hilfe des aus dem Blut gewonnenen Plasmas
wurde die Funktionalitat der Nieren untersucht. Hierfir wurde mittels eines ELISAs die
Kreatininkonzentration im Plasma bestimmt und davon die Nierenfunktion abgeleitet
(Ku¢ et al. 2010). Die Kreatininkonzentrationen in den gesunden Tieren waren bei
beiden Genotypen im Mittel bei 0,6 mg/dL (Wildtyp) und 0,5 mg/dL (S1Ps”) (Abbildung
12). Nach 7 Tagen im AN-Modell verdoppelte sich die Kreatininkonzentration in den
Wildtypmausen auf einen Wert von 1 mg/dL wohingegen die Konzentration im Plasma

der S1Ps”-Mausen nicht signifikant anstieg und einen Mittelwert von 0,7 mg/dL
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erreichte. Nach 14 Tagen im AN-Modell stieg die Kreatininkonzentration auf 2,2 mg/dL

in den Wildtypmausen an, in den S1Ps”-Mausen lag der Wert hingegen bei 0,9 mg/dL

(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Kreatininkonzentrationen im Plasma der Mause. Die Nierenfunktion von
Wildtyp und S1Ps”-Mausen wurde Uber die Kreatininkonzentration im Plasma uberpruft.
Verglichen wurden Proben von unbehandelten Mausen (Kontrolle) und von Tieren, die 7 Tage
oder 14 Tage mit adeninreicher Diat gefittert wurden. Abgebildet sind Mittelwerte + SEM; *p
< 0,01; #p < 0,01 verglichen mit der gesunden Kontrolle; n = 7-9 (Kontrolle), n =7 (Tag 7), n

=5 (Tag 14).
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3.1.3 Untersuchung des Gewebeschadens

In den Nierenschnitten wurden mit Hilfe der PAS-Reaktion Kohlenhydrate der
Zellbestandteile rosa bis magentafarben und die Zellkerne blau gefarbt, um die Zellen
im Gewebe besser zu erkennen. In den Sektionen des Nierenkortex beider Genotypen
wurden deutliche Schadigungen des Gewebes durch die Behandlung mit Adenin
sichtbar (Abbildung 13). Zu sehen sind nekrotische Tubuluszellen und Tubulus-
dilatationen, welche zur Perforation des Gewebes fuhrten. Im kranken Gewebe der
Wildtypmause sind zudem auch die Glomeruli kleiner und verdichteter im Gegensatz
zum gesunden Gewebe. An manchen Stellen sind die bernsteinfarbenen
Dihydroxyadenin-Kristalle zu erkennen, welche meist von vielen Zellen umgeben sind,

bei denen es sich um Makrophagen handeln konnte.

Kontrolle
Wildtyp S1P; -/-

Wildtyp S1P; -/-

Abbildung 13: Untersuchung auf Gewebeschaden in den Nieren. Reprasentatives Bild der
Farbung der Gewebeschnitte aus dem Nierenkortex mit PAS von Kontrollmausen und Mausen
nach 14 Tagen im AN-Modell. Die Zellkerne sind blauviolett und die kreisférmig erscheinenden
Glomeruli (schwarze Pfeile) sind zu erkennen. Nach 14 Tagen im AN-Modell ist das Gewebe
von grofRen Léchern (rote Pfeile), Dilatationen der Tubuli, durchzogen und es werden an
manchen Stellen die bernsteinfarbenen Kristalle aus 2,8-Dihydroxyadenin sichtbar (griine
Pfeile).
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Die Schadigung des Gewebes wurde auch auf molekularer Ebene Uber eine
Bestimmung der Expression von Kidney injury molecule-1 (KIM-1) und Neutrophil
gelatinase-associated lipocalin (NGAL) auf mRNA- und Protein-Ebene untersucht.
Diese Biomarker konnen einen akuten Nierenschaden anzeigen und sind bereits vor
einem Anstieg des Serumkreatinins im Urin von Patienten nachweisbar (Han et al.
2002; Bolignano et al. 2008; Han et al. 2008; Nickolas et al. 2008; Lei et al. 2018). Es
wird vermutet, dass die Expression von KIM-1 in Reaktion auf den Verlust von Zell-
Zell-Kontakten, welche dem Zelltod vorangehen, stattfindet (Prozialeck et al. 2009).
NGAL wird ebenfalls bei einem Nierenschaden exprimiert und soll verhindern, dass
Zellen des Tubulussystems in Apoptose gehen (Mishra et al. 2004; An et al. 2013; Han
et al. 2018).

Die mRNA-Expression in der Niere wurde mittels RT-qPCR (TagMan®) quantifiziert
und die Proteinexpression per Western Blot bestimmt. Die Expression der beiden
Proteine, wie auch die der jeweilgen korrespondierenden mRNA, wurde durch die AN
nach 7 und auch nach 14 Tagen induziert, wohingegen in den gesunden Tieren keine
Expression detektiert werden konnte (Abbildung 14). In Relation zu den Wildtypen war
die Expression von Kim-1 sowohl nach 7 als auch nach 14 Tagen signifikant geringer
in den S1Ps7--Mausenieren. Die Genexpression von NGAL war hingegen nur nach 7
Tagen im AN-Modell signifikant geringer in den Nieren der S1Ps"--Mause gegenliber
den Wildtypen. Mittels Western Blot wurde gezeigt, dass die Expression von KIM-1
nach 7 Tagen aber nicht nach 14 Tagen im AN-Modell signifikant geringer war in den
S1Ps-Mausenieren gegeniiber den Wildtypen. Umgekehrt war die Expression von
NGAL erst nach 14 Tagen im AN-Modell signifikant geringer in den Nieren der S1Ps"-
-Mause gegenuber den Wildtypen.
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Abbildung 14: Expression von Nierenschadigungsmarkern. Die mRNA-Level und Protein-
Level von Nierenschadigungsmarkern wurde in Nierenproben von gesunden Kontrollmdusen
und Mausen nach 7 und 14 Tagen im AN-Modell gemessen und ausgewertet. Oben: Analyse
der RT-gPCR zur Bestimmung der Genexpression von Kim-1 und Ngal. Unten: Quantitative
Auswertung der Western Blots von KIM1 und NGAL im Verhaltnis zum Haushaltsprotein
GAPDH zur Bestimmung der Proteinmengen. Abgebildet sind Mittelwerte der berechneten
Konzentrationen + SEM. Genexpression: n = 7-9 (Kontrolle), n = 7 (Tag 7), n = 5 (Tag 14).
Proteinexpression: alle n = 5; n.d. = nicht detektiert; n.s. = nicht signifikant *p < 0,05; **p <
0,01.
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3.1.4 Untersuchung von Entziindungsmarkern

Durch die Bildung von Kristallen im Nierengewebe wird eine Entzundungsreaktion
hervorgerufen. Aus diesem Grund wurde die Genexpression von verschiedenen
proinflammatorischen Zytokinen in den Nieren untersucht. Die mMRNA-Konzentrationen
Ccl2, 1I-6, Tnfa und II-13 wurden durch die AN in allen Mausen induziert. Die
Expression der genannten Zytokine war in den S1Ps’-M&usen jedoch signifikant
geringer im Vergleich zu den Wildtypen sowohl nach 7 Tagen als auch nach 14 Tagen
mit AN, mit der Ausnahme von II-13 nach 7 Tagen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Genexpression proinflammatorischer Zytokine. Mittels RT-qPCR wurden
die mRNA-Level von II-6, II-1B, Tnfa und Ccl2 in den Nierenproben von gesunden Mausen und
Mausen nach 14 Tagen im Modell der AN gemessen und ausgewertet. Abgebildet sind
Mittelwerte der berechneten Konzentrationen + SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; n = 7-9 (Kontrolle),
n=>5 (Tag 14).

Zusatzlich wurde auch die Infiltration bzw. Proliferation von renalen mononuklearen
Phagozyten (Makrophagen und dendritische Zellen) in Folge der Expression der
proinflammatorischen Zytokine Uberprift. Gewebeschnitte der Niere wurden mit einem
Antikdrper gegen das Oberflachenprotein F4/80 (auch bekannt als EMR1), welches
exklusiv auf mononukledren Phagozyten exprimiert wird, gefarbt (Abbildung 16D).
Nach der Farbung wurden von den Nierenschnitten alle Kortexregionen mit Hilfe von
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Vectra® als Einzelbilder gesichert. Die positive Farbung fir F4/80 (braun) in
Kombination mit Nachweis des Zellkerns durch DAPI (blau) wurde mit Hilfe des
Programms inForm® Tissue Finder™ als ,ein mononuklearer Phagozyt‘ definiert und
dem Algorithmus antrainiert. Daraufhin konnten die mononuklearen Phagozyten in der
kompletten Nierenrinde aller gefarbten Schnitte automatisch gezahlt und in Relation
zur Gesamtzellzahl gesetzt werden (Abbildung 16C). Es konnte eine starke Infiltration
der Gewebe bzw. Proliferation im Gewebe von mononukledren Phagozyten bei AN
festgestellt werden, welche aber in ihrer Auspragung unabhangig vom Genotyp der
Mause waren. Diese Beobachtung wurde gestutzt durch die Messung der
Genexpression von adhesion G protein-coupled receptor E1 (Adgre1), ein Gen,
welches fur den Rezeptor EMR1 kodiert und ebenfalls in beiden Genotypen
gleichermal3en stark durch die AN nach 14 Tagen induziert wurde (Abbildung 16B).
An Tag 7 war die Genexpression von Adgre1 in den Wildtypen schon auf dem
maximalen Niveau angekommen, wohingegen in den S1Ps-Mausen zu diesem
Zeitpunkt die Expression nur halb so stark war, was zu einem signifikanten Unterschied
fuhrte. Die Aktivitat der Makrophagen kann zusatzlich noch Uber Aktivierung des
Inflammasoms bestimmt werden. Hierfir wurde die Genexpression der
Inflammasomkomponente nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich
repeat and pyrin domain-containing 3 gene (NIrp3) gemessen (Abbildung 16A). Auch
hier konnten keine Unterschiede in der Expression in den erkrankten Mausen

zwischen den S1Ps7-Mausen und Wildtypmausen festgestellt werden.
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Abbildung 16: Untersuchung der Nieren auf mononukledre Phagozyten. A+B:
Genexpression von NIrp3 und Adgre1 in den Nierenproben von gesunden Mausen und
Mausen nach 7 und 14 Tage im Modell der AN; n = 7-9 (Kontrolle), n =7 (Tag 7), n =5 (Tag
14). C: Reprasentatives Bild der immunhistochemischen Farbung gegen das Epitop F4/80
(braun, schwarze Pfeile) im Gewebeschnitt aus dem Nierenkortex von Kontrollmausen und
Mausen nach 14 Tagen im AN-Modell. D: Auswertung der F4/80-Farbungen im Nierenkortex.
n = 5-7 (Kontrolle), n = 3-4 (Tag 7), n = 3-6 (Tag 14). Abgebildet sind die Mittelwerte als
Datenpunkte aus den Messungen von mehreren gefarbten Nierenschnitten; **p < 0,01; #p <
0,01 verglichen mit der gesunden Kontrolle des gleichen Genotyps.
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3.1.5 Untersuchung der Nieren auf Fibrose

Durch die AN wurde die Genexpression von einigen Fibrosemarkern induziert. Ahnlich
wie bei den Ergebnissen zur Entzindung war auch die Expression der Fibrosemarker
in den S1Ps”-Mausen im Vergleich zu den Wildtypen verringert. Aus der RT-gPCR-
Analyse ging hervor, dass die Konzentrationen von Ctgf, Fn1, Col1a1, Col3a1, Pai-
1/Serpine1 und Acta-2/aSMA nach 14 Tagen im AN-Modell signifikant niedriger waren
(Abbildung 17A). Die Expression des profibrotischen Wachstumsfaktors CTGF und
des Matrixproteins FN1 wurde zusatzlich noch auf Proteinebene mittels Western Blot
untersucht (Abbildung 17B). Nach densitometrischer Quantifikation der Proteinbanden
wurde festgestellt, dass die Proteinexpression von CTGF und FN1 in den S1Ps57--
Mausen nach 14 Tagen im AN-Modell im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen

signifikant niedriger war (Abbildung 17C).
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Abbildung 17: Genexpression von Fibrosemarkern in den Nieren. Genexpression von
Ctgf, Fn1, Col1a1, Col3a1 und Pai-1 ermittelt via RT-gPCR in den Nierenproben von gesunden
Mausen und Mausen, die 14 Tage im AN-Modell waren. Wildtyp: Kontrolle: n = 9, Tag 14:
n =5; S1Ps": Kontrolle: n =7, Tag 14: n = 5.
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Abbildung 18: Proteinexpression von Fibrosemarkern in den Nieren. A: Reprasentativer
Western Blot von FN1 und CTGF und dem Referenzprotein GAPDH. B: Quantitative
Auswertung der Western Blot Analyse von CTGF und FN1. Abgebildet sind Mittelwerte der
berechneten Konzentrationen £ SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; n = 7-9 (Kontrolle), n = 5 (Tag 14).

Des Weiteren wurden Gewebeschnitte aus der Niere auf die Expression von
fibrotischen Markern untersucht. Es wurde sowohl ein immunchemischer Nachweis
von Fibronektin als auch eine Farbung des Bindegewebes mittels AZAN durchgefuhrt
(Abbildung 19). Die Farbungen dieser Fibrosemarker waren in S1Ps7-Mausen nach

14 Tagen im AN-Modell weniger stark ausgepragt im Vergleich zu den Wildtypen.
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Abbildung 19: Fibrose im Nierengewebe von Kontrollmdusen und AN-Mausen.
Reprasentatives Bild der immunhistochemischen Farbung von Fibronektin (leuchtend rot,
gelber Pfeil) und der Farbung von Bindegewebe (dunkel blau, schwarzer Pfeil) mittels AZAN
in Gewebeschnitten aus dem Nierenkortex von Kontrollmausen und Mausen nach 14 Tagen
im AN-Modell. Das Bild wurde zur Verfugung gestellt von Dr. Stefan Gauer vom Universitats-
klinikum Frankfurt am Main.

3.1.6 Untersuchung des Sphingolipidmetabolismus

Die Genexpression der SK-1 war nach 14 Tagen im AN-Modell sowohl in den S1Ps--
Mausen als auch in den Wildtypmausen gegenuber den jeweiligen gesunden
Kontrollen signifikant erhoht (Abbildung 20). Die Genexpression der SK-2 war hoher
im Vergleich zur SK-1 in den S1Ps7-Mausen und Wildtypméausen und wurde durch die
AN nicht signifikant verandert. Die mMRNA-Menge des S1P-Transporters Spns2 war in
kranken Mausen beider Genotypen gegenuber den gesunden Kontrollen signifikant
erhoht. Die Expression von SK-1 und Spns2 ist wichtig fur die Synthese und den Export
von S1P und begunstigt folglich die Aktivierung der S1P-Rezeptoren, wodurch diese

einen Einfluss auf den Verlauf der Krankheit austiben konnen.
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Abbildung 20: Genexpression der Sphingosinkinasen 1 und 2 und des S1P-
Transporters Spns2 in den Nieren der gesunden und nierenkranken Mause. Mittels RT-
gPCR wurden die mRNA-Level von SK-1, SK-2 und Spns2 in den Nierenproben von gesunden
Mausen und Mausen nach 14 Tagen im Modell der AN gemessen und ausgewertet. Abgebildet
sind Mittelwerte der berechneten Konzentrationen + SEM. Wildtyp: n =9 (Kontrolle), n =5 (Tag
14); S1Ps": n =7 (Kontrolle), n =5 (Tag 14); ***p < 0,001; #p < 0,05 und ##p < 0,001 verglichen
mit der jeweiligen gesunden Kontrollgruppe.

Die Expression der S1P-Rezeptoren war bei den gesunden S1Ps-Mausen etwas
niedriger als bei den Wildtypen (Abbildung 21). Nach 14 Tagen im AN-Modell wurden
jedoch keine Unterschiede in der Genexpression der Rezeptoren zwischen den
Genotypen gefunden. Durch die AN wurden insbesondere die Konzentrationen von
S1P2 in den Nieren verandert und es wurden im Durchschnitt 6-fach hohere Level
dieses Rezeptors im Vergleich zu den gesunden Kontrollen gemessen. Die
Expressionslevel von S1P1, S1P3 und S1Ps weisen ein ahnliches Muster auf, sind
jedoch insgesamt im Krankheitsverlauf kaum verandert. Auffallig ist, dass auch in den
Nieren der S1Ps7--Mausen ein Anstieg des Signals fiir S1Ps gemessen wurde, welches
sogar hoher ist als die Expression der anderen S1P-Rezeptoren in den gesunden
Kontrollen. Die Unterscheidung des Genotyps scheint also Uber RT-gPCR mit der

verwendeten Sonde nicht mdglich und zeigt falschpositive Ergebnisse.
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Abbildung 21: Genexpression der S1P-Rezeptoren. Mittels RT-qPCR wurden die mRNA-
Level von S1P+, S1P2 und S1P3 in den Nierenproben von gesunden Mausen und Mausen nach
14 Tagen im Modell der AN gemessen und ausgewertet. Die Daten sind dargestellt als Box-
Plots nach Tukey mit Ausreiftern (Punkte). Wildtyp: n = 9 (Kontrolle), n =5 (Tag 14); S1Ps”: n
= 7 (Kontrolle), n = 5 (Tag 14); *p < 0,05; #p < 0,01 verglichen mit der gesunden Kontrolle.

Mittels Massenspektrometrie wurde gemessen, dass S1P- und Sphingosin-
Konzentrationen im Plasma von Wildtypmausen nach 7 und 14 Tagen signifikant
gegenuber gesunden Kontrollen sanken (Abbildung 22). Im Gegensatz dazu wurden
keine Veranderungen der Konzentration von Sphingosin im Plasma von S1Ps’-
Mausen gemessen. Die Konzentration von S1P im Plasma von S1Ps’--Mausen war
erst nach 14 Tagen verringert. Generell waren die S1P-Level von gesunden S1Ps"--
Mausen niedriger als in gesunden Wildtypmausen. Dieses Verhaltnis wurde durch das
starke Abfallen der S1P-Konzentrationen in Wildtypen nach 14 Tagen im AN-Modell
umgekehrt
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Abbildung 22: Plasmaspiegel von S1P und Sphingosin in gesunden und nierenkranken
Mausen. S1P- und Sphingosin-Plasmaspiegel wurden mit Hilfe von Massenspektrometrie, wie
im Kapitel Material und Methoden beschrieben, ermittelt. Die Daten sind dargestellt als Box-
Plots nach Tukey mit Ausreiftern (Punkte). (n = 5-9); *p < 0,05; **p < 0,01; #p < 0,05; #p < 0,01
und ##p < 0,001 verglichen mit der gesunden Kontrolle.
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3.2 Untersuchung der Veranderungen von kettenlangen-
spezifischen Ceramiden in fibrotischen Nieren

3.2.1 Veranderungen der Konzentrationen von Ceramiden in
humanen Nierenrinden bei Fibrose

Zu Beginn wurden alle Nierenbiopsien auf die Auspragung einer Fibrose anhand der
Expression von klassischen Fibrosemarkern untersucht. Mittels Real-Time PCR wurde
in den Nierenrindenbiopsien der Hydronephrose- bzw. Pyelonephritispatienten eine
10- bis 15-fache Erhéhung der mRNA-Expression von Kollagen Typ |, alpha 1
(COL1a1), Kollagen Typ I, alpha 1 (COL3a1) und alpha smooth muscle actin (aSMA)
gemessen (Abbildung 23).

COL1a1 COL3a1 aSMA

3000+

2500- -

*%*

20004 — i

1500

10004

mRNA Expression
(% der jew. Kontrolle)

5001
o] =4 ——

—/—

Kontrolle  HN/PN  Kontrolle  HN/PN  Kontrolle  HN/PN

Abbildung 23: Ergebnis der Real-Time PCR zur Bestimmung der mRNA-Expression in
den fibrotischen und gesunden Kortexgewebeproben. Es wurde die Expression von
Kollagen Typ 1, alpha | (COL1a1), Kollagen Typ lll, alpha 1 (COL3a1), alpha smooth muscle
cctin (aSMA) gemessen. Die Expression in den Proben der Hydronephrose-/Pyelonephritis-
(HN/PN) Patienten wurde in Relation zu den Kontrollproben gesetzt und der Mittelwert mit
Standardfehler (x SEM) in % abgebildet; **p < 0,01; n = 6 (Kontrolle), n = 8 (HN/PN).

Zusatzlich wurden auch mittels immunhistochemischer Analyse die Expression des
extrazellularen Matrixproteins Kollagen Il und des Fibroblastenmarkers aSMA in den
Biopsien von den Kooperationspartnern Dr. Sonja Djudjaj und Prof. Dr. Peter Boor vom
Universitatsklinikum der RWTH Aachen untersucht (Abbildung 24). Auch hier wurde

72



Ergebnisse

eine deutlich starkere Farbung aufgrund einer erhdhten Expression von Kollagen Il
und aSMA und somit sowohl eine Nierenfibrose als auch eine erhohte
Myofibroblasten-Aktivierung bei den Schnitten der Patienten mit Hydronephrose bzw.

Pyelonephritis detektiert.

Kollagen Typ I

Abbildung 24: Immunhistochemische Farbungen des humanen Nierenkortex.
Antikdrperbasierte Farbungen von Kollagen Il und aSMA in Biopsien aus dem Nierenkortex
von Patienten, die zum Zeitpunkt der Entnahme an Hydronephrose oder Pyelonephritis
(HN/PN) litten und in tumorfreien Nierenkortexproben von Patienten, an denen eine
Tumornephrektomie durchgefiihrt worden war (Kontrolle). Die gefarbten Proteine sind
dargestellt in schwarz und die Zellkerne in blau. Das Bild wurde zur Verfugung gestellt von Dr.
Sonja Djudjaj vom Universitatsklinikum der RWTH Aachen.
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Als Nachstes wurden die Ceramidkonzentrationen in den Gewebeproben mit Hilfe von
LC-ESI-MS/MS gemessen (Abbildung 25). Dabei wurde deutlich, dass die sehr
langkettigen Ceramide Cer d18:1/20:0, Cer d18:1/24:0 und Cer d18:1/24:1 in den
Hydronephrose-/Pyelonephritis-Proben gegenuber den gesunden Gewebeproben aus
dem Nierenkortex signifikant niedriger konzentriert waren. Der Median von Cer
d18:1/20:0 war im fibrotischen Nierenkortex um etwa 50% niedriger im Vergleich zum
gesunden Gewebe. Die Werte von Cer d18:1/24:0 und Cer d18:1/24:1 waren ebenfalls
um ca. 30% niedriger. Die Konzentrationen der langkettigen Ceramide Cer d18:1/16:0
und Cer d18:1/18:0 sowie die der sehr langkettigen Dihydroceramide Cer d18:0/24:0

und Cer d18:0/24:1 waren hingegen nicht signifikant verandert.
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Cer d18:1/16:0 2,8 (2,3-4,0) 3,3 (2,3-3,9) 0,755
Cer d18:1/18:0 1,1 (0,7-1,5) 0,7 (0,6-1,0) 0,108
Cer d18:0/24:0 0,6 (0,4-0,7) 0,5 (0,5-0,5) 0,108
Cer d18:0/24:1 0,8 (0,6-0,9) 0,6 (0,6-0,8) 0,284

Abbildung 25: Konzentration von Ceramiden bestimmter Kettenldnge im menschlichen
Nierenkortex. In Biopsien aus dem Nierenkortex von Patienten, die zum Zeitpunkt der
Entnahme an Hydronephrose oder Pyelonephritis (HN/PN) litten und in tumorfreien
Nierenkortexproben von Patienten, an denen eine Tumornephrektomie durchgefihrt worden
war (Kontrolle), wurden mittels LC-ESI-MS/MS, wie im Methodenteil beschrieben, Ceramide
gemessen. Abgebildet sind die Interquartilsabstdnde sowie Median mit Minimum und
Maximum in ng/mg Gewebe; *p < 0,05; n = 6 (Kontrolle), n = 8 (HN/PN).
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Im nachsten Schritt wurde die Genexpression der drei in den Nieren relevanten
Ceramidsynthasen CerS2, CerS5 und CerS6 mittels Real-Time PCR gemessen
(Abbildung 26). Die Genexpression von allen drei Ceramidsynthasen war in den
Gewebeproben der HN/PN-Patienten hoher im Vergleich zur Expression in gesunden
Gewebeproben. Die Genexpression von CerS2 war 8-mal hoher als die von CerS5

und 38-mal hoher als die von CerS6 in den gesunden Gewebeproben.
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Abbildung 26: Ergebnis der Real-Time PCR zur Bestimmung der mRNA-Expression in
den fibrotischen und gesunden Kortexgewebeproben. Es wurde die Expression von
Ceramidsynthase 2 (CerS2), Ceramidsynthase 5 (CerS5) und Ceramidsynthase 6 (CerS6)
gemessen. Die Expression in den Proben der HN/PN-Patienten wurde in Relation zu den
Kontrollproben gesetzt und der Mittelwert + SEM abgebildet; *p < 0,05; n = 6 (Kontrolle), n =8
(HN/PN).
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3.2.2 Veranderungen der Konzentrationen von Ceramiden in
humanem Nierenmark bei Fibrose

Im Gegensatz zur Nierenrinde wurde im Nierenmark der Hydronephrose- bzw.
Pyelonephritispatienten kein signifikanter Anstieg von COL1a1, COL3a1 und aSMA
auf mMRNA-Ebene gegenuber den Kontrollen gemessen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Ergebnis der Real-Time PCR zur Bestimmung der mRNA-Expression in
den fibrotischen und gesunden Nierenmarkgewebeproben. Es wurde die Expression von
Kollagen Typ |, alpha 1 (COL1a1), Kollagen Typ lll, alpha 1 (COL3a1), alpha smooth muscle
actin (aSMA) gemessen. Die Expression in den Proben der HN/PN Patienten wurde in Relation
zu den Kontrollproben gesetzt und der Mittelwert + SEM in % abgebildet; n = 5 (Kontrolle), n
= 9 (HN/PN).

Bei der Farbung von Kollagen Ill und aSMA in den Gewebeschnitten fielen die
Unterschiede zwischen den Schnitten der gesunden Kontrollen und den HN/PN-
Schnitten im Vergleich zum Nierenkortex geringer aus (Abbildung 28). Dennoch
konnte festgestellt werden, dass die kollagenhaltige Schicht im Interstitium starker
ausgepragt war. Zusatzlich zeigte die Farbung, dass die Expression von aSMA in den
gesunden Geweben nur in den Gefallen zu sehen ist, wohingegen sie in den HN/PN-

Schnitten auch tubulointerstitiell zu erkennen ist.
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Abbildung 28: Immunhistochemische Farbungen des humanen Nierenmarks.
Antikdrperbasierte Farbungen von Kollagen Typ Il und aSMA in Biopsien aus der medulla
renalis von Patienten, die zum Zeitpunkt der Enthahme an Hydronephrose oder Pyelonephritis
(HN/PN) litten und in tumorfreien Nierenmarkproben von Patienten, an denen eine
Tumornephrektomie durchgefuhrt worden war (Kontrolle). Die gefarbten Proteine sind
dargestellt in schwarz und die Zellkerne in blau. Das Bild wurde zur Verfigung gestellt von Dr.
Sonja Djudjaj vom Universitatsklinikum der RWTH Aachen.

Im Hinblick auf Ceramid- und Dihydroceramidspiegel im Gewebe wurde im Nierenmark
kein signifikanter Unterschied zwischen den Proben aus den HN/PN-Patienten und

den gesunden Kontrollen gemessen (Abbildung 29).
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Cer d18:0/24:0 0,5 (0,5-0,6) 0,6 (0,5-0,6) 0,127
Cer d18:0/24:1 0,6 (0,4-0,7) 0,4 (0,4-0,5) 0,284

Abbildung 29: Konzentration von Ceramiden bestimmter Kettenldange im menschlichen
Nierenmark. In Biopsien aus dem Nierenmark von Patienten, die zum Zeitpunkt der Entnahme
an Hydronephrose oder Pyelonephritis (HN/PN) litten und in tumorfreien Nierenmarkproben
von Patienten, an denen eine Tumornephrektomie durchgefihrt worden war (Kontrolle),
wurden mittels LC-ESI-MS/MS, wie im Methodenteil beschrieben, Ceramide gemessen.
Abgebildet sind die Interquartilsabstande sowie Median mit Minimum und Maximum in ng/mg
Gewebe; n = 5 (Kontrolle), n =9 (HN/PN).

Es wurde als Nachstes die Genexpression der drei in den Nieren relevanten
Ceramidsynthasen CerS2, CerS5 und CerS6 mittels Real-Time PCR gemessen
(Abbildung 30). Wie auch im Nierenkortex wurde CerS2 am starksten exprimiert,
gefolgt von CerS5. Im Gegensatz zu den Proben aus dem Nierenkortex wurde im
Nierenmark hingegen kein Anstieg, sondern eine Reduktion der Expression der

Ceramidsynthasen gemessen.
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Abbildung 30: Ergebnis der Real-Time PCR zur Bestimmung der mRNA-Expression in
den fibrotischen und gesunden Nierenmarkgewebeproben. Es wurde die Expression von
Ceramidsynthase 2 (CerS2), Ceramidsynthase 5 (CerS5) und Ceramidsynthase 6 (CerS6)
gemessen. Die Expression in den Proben der HN/PN-Patienten wurde in Relation zu den
Kontrollproben gesetzt und der Mittelwert mit + SEM abgebildet; n = 5 (Kontrolle), n = 9
(HN/PN).

3.2.3 Unterschiede der Konzentrationen von kettenlangen-
spezifischen Ceramiden zwischen Nierenrinde und
Nierenmark in gesunden Biopsien

Die sehr langkettigen Ceramide Cer d18:1/24:0 und Cer d18:1/24:1 wiesen die hdchsten
Konzentrationen unter den hier gemessen Ceramiden in allen Nierenbiopsien auf
(Abbildung 31). Im gesunden Nierenkortex wurden Mittelwerte von 12,5 ng/mg und 12,6
ng/mg von Cer d18:1/24:0 bzw. Cer d18:1/24:1 bezogen auf das Gewicht der analysierten
Gewebeproben bestimmt. Im gesunden Nierenmark wurden hingegen geringere
Mittelwerte von lediglich 6,1 ng/mg und 8,2 ng/mg von Cer d18:1/24:0 bzw. Cer d18:1/24:1
berechnet, wobei der Unterschied zum Nierenkortex nur im Falle des Cer d18:1/24:1
statistisch signifikant war (p-Wert: 0,03). Die ermittelten Mittelwerte von Cer d18:1/20:0
von 1,7 ng/mg und 0,84 ng/mg in der Nierenrinde bzw. im Nierenmark wiesen ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede (p-Wert: 0,052) auf.
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Abbildung 31: Konzentration von Ceramiden bestimmter Kettenldange im menschlichen
Nierenkortex und in der Nierenrinde. In Biopsien aus der Niere von Patienten, die zum
Zeitpunkt der Entnahme an Hydronephrose oder Pyelonephritis (HN/PN) litten und in
tumorfreien Nierenproben von Patienten, an denen eine Tumornephrektomie durchgefiihrt
worden war (Kontrolle) wurden mittels LC-ESI-MS/MS, wie im Methodenteil beschrieben,
Ceramide gemessen. Abgebildet sind die Interquartilsabstdnde sowie Median mit Minimum
und Maximum in ng/mg Gewebe; *p < 0,05; Kortex: n = 6 (Kontrolle), n = 8 (HN/PN), Medulla:
n =5 (Kontrolle), n =9 (HN/PN).

Alle weiteren Werte der gemessenen Ceramide und Dihydroceramide sind in den Tabellen
von Abbildung 25 und Abbildung 29 aufgeflhrt. Es wurden bei diesen Lipiden keine
signifikanten Konzentrationsunterschiede zwischen den Proben aus der gesunden

Nierenrinde und dem gesunden Nierenmark gemessen.
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3.2.4 Veranderungen der Konzentrationen von kettenlangen-
spezifischen Ceramiden in murinem Nierengewebe

Zum Vergleich der Befunde in den humanen Proben haben wir die Ceramidspiegel in
Nierenhomogenisaten von Mausen, die aufgrund einer 14-tagigen adeninreichen Diat
an einer milden Nierenfibrose litten, sowie gesunden Kontrollmausen gemessen
(Abbildung 32). In Anlehnung an die Untersuchungen der humanen Proben haben wir
auch in den Mausnieren die mMRNA-Expression der Fibrosemarker COL1a1, COL3a1

und von aSMA als Myofibroblastenmarker mittels Real-Time PCR gemessen.
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Abbildung 32: Ergebnis der Real-Time PCR zur Bestimmung der mRNA-Expression von
Fibrosemarkern in den fibrotischen und gesunden Kortexgewebeproben von Mausen.
Es wurde die Expression von Kollagen Typ I, alpha 1 (COL1a1), Kollagen Typ lllI, alpha 1
(COL3a1), alpha smooth muscle actin (aSMA) gemessen. Die Expression in den Proben der
Mause aus dem AN-Modell wurde in Relation zu den Kontrollproben gesetzt und der Mittelwert
+ SEM in % abgebildet; *p < 0,05; ***p < 0,001; n = 9 (Kontrolle), n =5 (AN).

Mause mit einer AN wiesen eine ca. 30-fach hdhere mRNA-Expression von COL1a1
und COL3a1 im Vergleich zu den Kontrolltieren auf. Die mRNA-Expression von aSMA
war ebenfalls signifikant hdher in den kranken Tieren. Eine histologische Uberpriifung der
Fibrose in den Nieren erfolgte mittels einer AZAN-Farbung (Abbildung 33). Nur die Nieren
der AN-Mause wiesen hierbei Areale mit starker Auspragung der extrazelluldren Matrix im

Interstitium des Tubulussystems auf.

81



Ergebnisse

Nierenkortex der Maus

Kontrolle

AZAN

Abbildung 33: Histochemische Farbungen von Nierenschnitten aus der Maus. AZAN-
Farbung, durchgefuhrt von Dr. Stefan Gauer (Klinik fur Nephrologie, UKF), von
Nierenschnitten aus Mausen, die an einer Adenin-induzierten Nephropathie litten (AN) und
von gesunden Kontrollmausen (Kontrolle). Kollagenfasern, Bindegewebe erscheinen tiefblau,
Mucine blau, Zellkerne orange und Zytoplasma sandfarben.

In den Nierenhomogenisaten der kranken Mause waren die Konzentrationen von den
sehr langkettigen Ceramiden Cer d18:1/24:0 und Cer d18:1/24:1 signifikant niedriger im
Vergleich zu denen aus den gesunden Mausen (Abbildung 34). Der Median von Cer
d18:1/24:0 war um 17% und der von Cer d18:1/24:1 war um 43% niedriger im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Auch das langkettige Ceramid Cer d18:1/16:0 war in den fibrotischen
Nieren signifikant reduziert mit einem Median der Konzentration, der im Vergleich zur
Kontrolle um 69% niedriger ausfiel. Die Konzentrationen von Cer d18:1/18:0 und Cer
d18:1/20:0 und den Dihydroceramiden Cer d18:0/24:0 und Cer d18:0/24:1 waren
hingegen nicht unterschiedlich.
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Abbildung 34: Konzentration von Ceramiden bestimmter Kettenlange in Mausnieren. In
Homogenisaten aus der Niere von Mausen, die an einer Adenin-induzierten Nephropathie
litten (AN) und von gesunden Kontrollmausen (Kontrolle) wurden mittels LC-ESI-MS/MS, wie
im Methodenteil beschrieben, Ceramide gemessen. Abgebildet sind die Interquartilsabstédnde
sowie Median mit Minimum und Maximum in ng/mg Gewebe; *p < 0,05; ***p < 0,001; n =9
(Kontrolle), n =5 (AN).

Die renale mRNA-Expression der Ceramidsynthasen CerS2, CerS5 und CerS6 wurde

durch das Krankheitsmodell nicht verandert (Abbildung 35A). Die Proteinexpression von

CerS2 wurde zudem mittels Western Blot untersucht, wodurch festgestellt werden konnte,

dass CerS2 in den fibrotischen Proben starker exprimiert wird (Abbildung 35B).
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Abbildung 35: Ergebnis der Real-Time PCR und des Western Blots zur Bestimmung der
Expression der Ceramidsynthasen in den fibrotischen und gesunden Nierenproben. A:
Es wurde die Expression von Ceramidsynthase 2 (CerS2), Ceramidsynthase 5 (CerS5) und
Ceramidsynthase 6 (CerS6) gemessen. Die Expression in den Proben der Mause mit AN
wurde in Relation zu der Expression in den Proben der Mause aus der Kontrollgruppe gesetzt
und der Mittelwert + SEM abgebildet; n = 9 (Kontrolle), n = 5 (AN). B: Reprasentativer Western
Blot zur Detektion der Proteinexpression von CerS2 (Bande bei ca. 38 kDa) und GAPDH als
Referenzprotein.

3.3 Die Rolle des Sphingosin-1-Phosphat-Transporters
Spns2 im Kontext der Nierenfibrose

In verschiedenen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass es Unterschiede
zwischen der intra- und extrazellularen Wirkung von S1P gibt. Intrazellular hemmt S1P
die CTGF-Expression in renalen Zellen (Ren et al. 2009; Blanchard et al. 2018). Uber
eine Aktivierung der S1P-Rezeptoren hingegen fordert extrazellulares S1P die Bildung
von profibrotischem CTGF (Xin et al. 2004). Da S1P im Zytosol gebildet wird, ist ein
aktiver Transport Uber die Plasmamembran zur Aktivierung der extrazellularen S1P-
Rezeptoren notwendig. Neben dem mdglichen Einfluss verschiedener ABC-

Transporter ist aus der Literatur bekannt, dass insbesondere Spns2 eine zentrale Rolle
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fur den Transport und somit fur die Lokalisation von S1P spielt (Mitra et al. 2006;
Hisano et al. 2012; Liu et al. 2016).

3.3.1 Die Genexpression der SK-1 und S1P-Lyase ist
unverandert in Spns2”’--Zellen im Vergleich zu Spns2*"*-
Zellen

Zunachst wurde Uberprift, ob der Knockout von Spns2 zu Veranderungen der
Genexpression wichtiger Enzyme des Sphingolipidstoffwechsels unter fibrotischen
Bedingungen fiihrt. Die Expression der SK-1 wurde in Spns2”-Zellen durch TFG-B2
genauso stark induziert wie in den Spns2+**-Zellen (Abbildung 36). Die Genexpression
der S1P-Lyase war ebenfalls in beiden Genotypen, unabhangig von der Stimulation
mit TFG-B2, nicht signifikant verandert. Die Expression von Spns2 war nach 16
Stunden Stimulation mit TFG-B2 in den Spns2*/*-Zellen unverandert im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle. Die Spns2”/--Zellen zeigten wie erwartet nur ein schwaches

Hintergrundsignal in der RT-qPCR mit der Spns2-Sonde.
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Abbildung 36: Genexpression von SK-1, Spns2 und S1P-Lyase in Mesangiumzellen der
Maus. Die Zellen wurden fir 16 h mit 5 ng/ml TFG-(; stimuliert. Mittels RT-gPCR wurden die
mRNA-Level von SK-1, Spns2 und S1P-Lyase in Spns2”- und Spns2**-mMC gemessen und
ausgewertet. Abgebildet sind die Mittelwerte in Prozent der berechneten Konzentrationen +
SEM; #p < 0,01; ###p < 0,001 verglichen mit der unbehandelten Kontrolle; n = 10-12 aus 3
unabhangigen Versuchen.
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In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob das Fehlen des S1P-Transporters
Spns2 nach einer Stimulation mit TFG-B2 zu einer Akkumulation von S1P in der Zelle
fuhrt. Die Auswertung der Ergebnisse aus den LC-ESI-MS/MS-Messungen zeigt, dass
S1P in Spns2/-Zellen im Vergleich zu Spns2*/*-Zellen nicht akkumuliert. Die relativen
Mengen an Sphingosin pro Protein waren ebenfalls nicht unterschiedlich. Im
Zellkulturtberstand konnte S1P nicht nachgewiesen werden, da die Konzentrationen

unter dem Detektionslimit der LC-ESI-MS/MS-Messung lagen.
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Abbildung 37: S1P und Sphingosinkonzentration in Mesangiumzellen der Maus. Mit Hilfe
von Massenspektrometrie wurden die Konzentrationen der Sphingolipide in den Zellpellets
ermittelt. Als Referenz wurde die Proteinmenge in Zelllysaten aus dem gleichen Versuch per
Bradford bestimmt. Die Daten sind dargestellt als Box-Plots nach Tukey. Spns2**: n = 6;

Spns2”: n =4,
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3.3.2 Spns2’--Zellen bilden weniger CTGF nach Stimulation mit
TFG-B2

Ob sich das Fehlen des S1P-Transporters Spns2 auf die TFG-Bz-induzierte CTGF-
Expression auswirkt, wurde in Mesangiumzellen aus den Nieren von Spns2”- und
Spns2**-Mausen der Linie Swiss Webster untersucht. Die Zellen wurden in
serumfreiem Medium mit 5 ng/ml TFG-B2 stimuliert und die Proteinexpression von
CTGF nach 24 und 48 Stunden sowohl im Zellkulturiberstand als auch in den
Zelllysaten per Western Blot analysiert (Abbildung 38). Die CTGF-Expression stieg
durch die Stimulation mit TFG-B2 an und war sowohl in den Zelllysaten (CTGF Lysat)
als auch im Zellkulturiiberstand (CTGF US) nachweisbar. Die gebildete Menge an
CTGF war im Zelllysat und Zellkulturiiberstand der Spns2**-mMC sowohl nach 24

Stunden als auch nach 48 Stunden stets hoher im Vergleich zu den Spns2/-mMC.

24 Stunden 48 Stunden

Spns2+/+ Spns2/- Spns2*/+ Spns2/-

WD D s | AlppierhESianss

- - - e[S | e | | CTGF Lysat
- &
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Abbildung 38: CTGF-Expression in Mesangiumzellen der Maus. Ruhende Mesangium-
zellen aus Spns2”- und Spns2**-Mausen wurden fiir die angegebenen Zeiten mit 5 ng/ml
TFG-B2 stimuliert. Die Expressionen von CTGF und des Haushaltsgens -Aktin wurden mittels
Western Blot nachgewiesen.
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4 Diskussion

4.1 Untersuchung der Rolle des Sphingosin-1-Phosphat
Rezeptors 5 (S1Ps) in fibrotischen Nierenerkrankungen

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Mausmodell zur tubulointerstitiellen Fibrose
angewendet, um eine mogliche Rolle von S1Ps in Nierenerkrankungen zu
untersuchen, da S1Ps bereits in vitro eine profibrotische Wirkung in humanen
Mesangiumzellen zeigte (Winsche et al. 2015). Zudem konnten mehrere Studien
durch die Verwendung von funktionellen S1P-Rezeptorantagonisten und auch mittels
S1Ps-defizienten Mausen einen schutzenden Effekt in fibrotischen Nierenmodellen
erreichen. So zeigte beispielsweise die Verwendung von Fingolimod, welches an alle
S1P-Rezeptoren auller S1P2 bindet, bei der Thy1.1-induzierten mesangioprolifera-
tiven Glomerulonephritis, bei Antikorper-induzierter membrandser Glomerulonephritis,
bei Adriamycin-induzierter Glomerulosklerose und interstitieller Fibrose, bei
Albuminuberschuss-induzierter als auch bei 5/6-Nephrektomie-induzierter tubulo-
interstitieller Fibrose und bei Streptozotozin-induzierter DN bei Ratten einen milderen
Krankheitsverlauf (Peters et al. 2004; Martini et al. 2007; Awad et al. 2011; Sui et al.
2012; Ni et al. 2013; Xu et al. 2014; Yazdani et al. 2015). Doch auch in Mausmodellen
zur Untersuchungen von tubulointerstitiellen Fibrose hervorgerufen durch UUO und
auch bei akutem Nierenschaden, induziert durch einen Ischamie-Reperfusions-
schaden oder Cisplatin, konnte ein geringerer Nierenschaden durch die Behandlung
mit Fingolimod erreicht werden (Bajwa et al. 2010; Shobha et al. 2014; Bajwa et al.
2015).

Als Nachstes wurden Entziindungsgeschehen im Gewebe untersucht und festgestellt,
dass die Genexpression von proinflammatorischen Zytokinen in den Nieren aus den
S1Ps”-Mausen im AN-Modell signifikant geringer war als in den Wildtypmausen. Da
diese Zytokine von infiltrierten oder lokal proliferierten Immunzellen gebildet werden
konnen, wurden die Nieren auf mononukleare Phagozyten, ein Sammelbegriff fur
Makrophagen und dendritische Zellen, untersucht (Gottschalk und Kurts 2015). Es
wurde bereits in mehreren Studien gezeigt, dass mononukleare Phagozyten in groler
Zahl in entziindeten Nieren auftreten und ihnen eine wichtige Rolle fir den
Krankheitsverlauf zukommt (Yang et al. 1998; Eardley et al. 2006; Duffield 2010;
Weisheit et al. 2015; Klessens et al. 2017). Zusatzlich wurde beobachtet, dass S1Ps™
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-Mausen periphere Ly6C-Monozyten fehlen, welche Vorganger von bestimmten
Populationen geweberesidenter Makrophagen sein kdnnen (Geissmann et al. 2003;
Debien et al. 2013). Die proinflammatorischen Ly6C*-Monozyten hingegen
exprimieren kein S1Ps (Debien et al. 2013). Im Gewebe von nierenkranken
Wildtypmausen und S1Ps’-Mausen wurde eine groBe Anzahl von F4/80*-Zellen
gefunden. F4/80 ist ein vielfach verwendeter Marker fir mononukleare Phagozyten
(Cao et al. 2015; Gottschalk und Kurts 2015; Anjos Cassado et al. 2017). Mit Hilfe
eines Antikorper-basierten Nachweises wurde ein signifikanter Anstieg von F4/80*-
Zellen nach 14 Tagen im AN-Modell bei S1Ps”-Mausen, jedoch nicht bei
Wildtypmausen, festgestellt, was vermutlich durch die geringe Probenzahl bedingt war.
Auf mRNA-Ebene wurde hingegen ein 6-facher Anstieg von Adgre1, dem Gen von
F4/80, nach 14 Tagen im AN-Modell sowohl bei S1Ps’-Mausen als auch bei

Wildtypmausen gemessen.

Obwohl die Anzahl der Immunzellen in den kranken Geweben der S1Ps”-Mause nicht
niedriger war als in den Wildtypen, wurden jedoch signifikant geringere mMRNA-Mengen
von proentziindlichen Zytokinen wie Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-a
(TNFa) gemessen. Diese Zytokine konnen unter anderem von Makrophagen in
Reaktion auf entzindliche Prozesse sezerniert werden (Arango Duque und
Descoteaux 2014). Hinzu kommt, dass auch die mRNA-Mengen von Mcp-1 (Ccl2), ein
Chemokin, das Monozyten anlockt, signifikant niedriger in den Nieren von S1Ps’-
Mausen gegenuber Wildtypen waren (Leonard und Yoshimura 1990). Die
mengenmafigen Unterschiede von Zytokinen zwischen S1Ps”-Mausen und
Wildtypmausen konnte durch geringe Aktivierung von Immunzellen oder auch durch
Zellen des tubularen Systems bedingt sein, welche ebenfalls in der Lage sind,
proentziindliche Zytokine freizusetzen (Daha und van Kooten 2000). So wurde bereits
in einer Studie gezeigt, dass die Verwendung des S1P1-spezifischen Agonisten
SEW2871 zu einer Verringerung der Expression von proinflammatorischen Zytokinen
im Mausmodell der DN fihrte, obwohl die Anzahl der Lymphozyten in der Niere

genauso hoch war, wie in den unbehandelten diabetischen Mausen (Awad et al. 2011).

Uber die Rolle von S1Ps in (differenzierten) Monozyten ist bisher kaum etwas bekannt,
doch konnte seine Expression auf einigen Subtypen nachgewiesen werden (Duong et
al. 2004; Debien et al. 2013; Barnawi et al. 2015). Es wurde berichtet, dass eine
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Antagonisierung von S1Ps durch Suramin, ein Antiprotozoikum, das zur Behandlung
der Schlafkrankheit eingesetzt wird, die Phagozytose von alveolaren Makrophagen
verbessert werden konnte (Barnawi et al. 2015). Ubertragen auf unser Modell kénnte
das Fehlen von S1Ps die Aktivierung des Inflammasoms, ausgel6st durch
Phagozytose von Kristallen im Nierengewebe, unterbunden haben, weshalb die
Entzindungsreaktion schwacher ausfiel (Kim et al. 2015). Die mMRNA-Expression von
NLRP3, einer Komponente des Inflammasoms, war genauso hoch in den S1Ps’-
Mausen wie in den Wildtypmausen, weshalb die Aktivierung des Inflammasoms
daraufhin anhand der Sekretion von IL-13 untersucht wurde (Rajamaki et al. 2010).
Die mRNA-Expression von IL-1 war mehr als doppelt so hoch in Wildtypmausen nach
14 Tagen im AN-Modell im Vergleich zu den S1Ps’-Mausen. Dass eine
pharmakologische Inhibierung der Aktivierung von NLRP3 in Mausen oder die
Verwendung von NLRP3--Mausen zu einer milderen Auspragung der Fibrose im AN-

Modell fuhrt, wurde bereits gezeigt (Ludwig-Portugall et al. 2016).

Dass S1P eine wichtige Rolle fur die Infiltration von Immunzellen in das Gewebe spielt,
wurde bereits intensiv erforscht und es wurde eine immunsupprimierende Wirkung der
Blockade der S1P-Rezeptoren festgestellt (Brinkmann et al. 2004; Lai et al. 2007,
Chun und Hartung 2010; Imeri et al. 2015; Glaenzel et al. 2018). Bis heute sind bereits
zwei Medikamente, Fingolimod und Siponimod fur die Behandlung der schubformig
verlaufenden Multiplen Sklerose auf dem Markt (Sharma et al. 2011; Al-Salama 2019).
Obwohl die immunsupprimierende Wirkung hauptsachlich der Internalisierung und
dem Abbau von S1P1 zugeschrieben wird, ist es interessant zu beobachten, dass
beide Medikamente auch S1Ps antagonisieren (Brinkmann et al. 2004; Lai et al. 2007,
Allende et al. 2010). Eine verminderte Infiltrierung des Nierengewebes durch
Immunzellen konnten wir in den Nierengeweben der S1Ps7--Mause nicht feststellen,
was zu den zuvor beschrieben Ergebnissen aus der Literatur passt, wonach S1P+ flr
die chemotaktische Wirkung von S1P verantwortlich ist. Zudem wurde auch kein
signifikanter Unterschied in der Genexpression der anderen S1P-Rezeptoren

zwischen den S1Ps7-Mausen und den Wildtypmausen festgestelit.
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Es wurde herausgefunden, dass S1Ps sowohl in vitro als auch in vivo eine
entscheidende Rolle fur die Wanderung der naturlichen Killerzellen einnimmt (Walzer
et al. 2007; Mayol et al. 2011; Drouillard et al. 2018). In dem von uns verwendeten
Tiermodell wurde jedoch keine Infiltration von naturlichen Killerzellen sowohl in
Nierengeweben aus Wildtypen als auch aus S1Ps’-Mausen festgestellt. Auch die
Ergebnisse zu mMRNA-Spiegeln von Oberflachenmarkern anderer Immunzellen zeigten

in dem AN-Modell keine Unterschiede zwischen Wildtypen und S1Ps”--M&ausen.

Im Plasma der kranken Wildtypmause haben wir geringere Konzentrationen von S1P
und Sphingosin im Vergleich zu den gesunden Kontrollen gemessen. Dieser Abfall war
in den kranken S1Ps”-Mausen nicht zu beobachten. Die mRNA-Expression der SK-1
war hingegen in Mausen beider Genotypen durch das AN-Modell in den Nieren stark
erhoht und es konnte auch eine Analyse von anderen Enzymen des
Sphingolipidstoffwechsels kein Befund erhoben werden, der diesen Unterschied
erklaren kénnte. Geringere S1P-Konzentrationen im Plasma wurden aber auch bei
Patienten mit Makroalbuminurie gegenuber Patienten mit normaler Nierenfunktion
gemessen (Bekpinar et al. 2015). Bei Kindern, die unter chronischer Niereninsuffizienz

litten, wurden hingegen hdhere S1P-Spiele gemessen (Benito et al. 2018).

Die Expression verschiedener Fibrosemarker war in den Nieren der S1Ps7-Mause im
AN-Modell signifikant niedriger gegenuber den Wildtypen. Ein Grund fur die
unterschiedliche Expression von profibrotischen Genen kénnte der unterschiedliche
Gewebeschaden in den Nieren sein, der in den S1Ps"-Mausen milder ausfiel als in
den Wildtypen. Doch in humanen Mesangiumzellen ist S1Ps notwendig fur eine TGF-
B2-induzierte CTGF-Expression, was auch in den Mausenieren der Grund fur die
mildere Fibrose sein kdonnte (Wilnsche et al. 2015). Welche Zellen in der Niere fir die
antifibrotische Wirkung von S1Ps verantwortlich waren, konnte hier jedoch nicht
abschlieend geklart werden, da S1Ps auf mMRNA-Ebene nur in geringen Mengen in
der Niere exprimiert wurde und keine verlasslichen Antikorper fur eine Detektion

mittels Western Blot zur Verflgung standen.

Eine klrzlich veroffentlichte Studie zeigte, dass eine Herunterregulation von S1Ps die
Migration und Proliferation einer Tumorzelllinie aus dem Kolon Uber die Inhibierung
von NF-kB reduzierte (Zhou et al. 2020). Dass die Inhibierung von NF-kB zur Linderung
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von Entzindungen und Fibrose in der Niere fuhrt, wurde bereits in mehreren Studien
gezeigt (Tashiro et al. 2003; Esteban et al. 2004; Panzer et al. 2009; Wang et al. 2015).
Mit Hilfe eines Mausmodells konnte die Gruppe um Zhou zudem belegen, dass die
Herunterregulation von S1Ps die Tumorgroflie reduziert und eine Hochregulation von
S1Ps das Tumorwachstum fordert (Zhou et al. 2020). In diesem Zusammenhang ware
es daher interessant, auch die Rolle von NF-kB in dem AN-Modell mit S1Ps7-Mausen

Zu untersuchen.

Diese neuen Ergebnisse zeigen, dass S1Ps ein interessanter Rezeptor ist, der weiter
erforscht werden muss. Die Inhibierung des S1Ps-Signalwegs scheint ein
vielversprechendes Ziel fur die Behandlung von Entzindungen und Fibrose in der
Niere zu sein. Besonders greifbar wird diese Vision dadurch, dass mit Siponimod
bereits ein S1Ps-Antagonist auf dem Markt ist. Mit dem von AbbVie entwickelten S1Ps-
spezifischen Antagonisten A-971432 kdnnen hierzu spezifische Studien durchgefuhrt
werden (Di Pardo et al. 2018).

4.2 Untersuchung der Veranderungen von kettenlangen-
spezifischen Ceramiden in fibrotischen Nieren

Veranderungen in den Konzentrationen von bestimmten Ceramiden wurden bereits
bei Patienten mit verschiedenen Krankheiten beobachtet. Aufgrund der schlechten
Verfligbarkeit von geeigneten Gewebeproben wurde in den meisten Studien lediglich
die Veranderungen im Plasma und Serum analysiert (Cutler et al. 2004; Haus et al.
2009; Kajander et al. 2009; Brodlie et al. 2010; Brunkhorst et al. 2015; Patyna et al.
2019).

Eine Studie, die den Zusammenhang zwischen Ceramiden im Plasma und dem Risiko fur
Herzversagen untersuchte, zeigte eine positive Korrelation von langkettigen Ceramiden,
aber eine negative Korrelation von sehr langkettigen Ceramiden mit dem Risiko von
Herzversagen (Lemaitre et al. 2019). In einer anderen Studie konnte gezeigt werden,
dass die Unterbindung der Synthese von sehr langkettigen Ceramiden durch
Genknockout der Serin-Palmitoyl-Transferase 2 zu kardialen Dysfunktionen fuhrte (Lee
et al. 2012).
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Eine Studie zu cystischer Fibrose veranschaulichte, welche Veranderungen in den
Konzentrationen der Ceramide im Plasma von Patienten gegenuber gesunden
Probanden stattfinden und welche Rolle die Ceramide in einem Mausmodell fur cystische
Fibrose spielen (Guilbault et al. 2008). Patienten, die an cystischer Fibrose litten, hatten
signifikant niedrigere Konzentrationen von sehr langkettigen Ceramiden im Plasma.
Zuséatzlich konnte die Gruppe zeigen, dass Cftr-Mause (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator gene), die fur das Mausmodell einer cystischen Fibrose eingesetzt
wurden, ebenfalls geringere Konzentrationen an Ceramiden als Wildtypen aufwiesen und
auch schon vor einer Infektion eine hohere Immunzellinfiltration und Fibrose zeigten.
Wurden die Mause mit Pseudomonas infiziert und zusatzlich mit Fenritinid, ein
Retinoidderivat zur Behandlung von Tumoren und cystischer Fibrose, das zur
Akkumulation von Ceramiden im Gewebe fuhrt, behandelt, konnte die Anzahl der
Bakterien in den Cftr-Mausen auf das Niveau in den Wildtypen reduziert werden (Wu et
al. 2001; Guilbault et al. 2008). Eine weitere Studie belegte, dass Cftr-Mause weniger
sehr langkettige Ceramide aber mehr langkettige Ceramide in der Lunge und im Plasma
akkumulieren (Gari¢ et al. 2017). CerS2”-Mause, welche ebenfalls weniger der sehr
langkettigen Ceramide Cer d18:1/24:0 und Cer d18:1/24:1 und dafir mehr des
langkettigen Ceramids Cer d18:1/16:0 aufwiesen, hatten entziindete und vergrolerte
Lungen (Petrache et al. 2013).

In Colitis ulcerosa-Patienten wurden ebenfalls Veranderungen von bestimmten
Sphingolipiden im Darmgewebe festgestellt, die mit einer verminderten de novo Synthese,
bedingt durch posttranslationale Modifikationen der Serin-Palmitoyl-Transferase und
Ceramidsynthasen, begrindet wurden (Bazarganipour et al. 2019). So waren in den
Patientenproben, die sehr langkettigen Dihydroceramide signifikant niedriger im Vergleich

zu den Kontrollgeweben.

In einigen der Studien wurde ein Anstieg von langkettigen und sehr langkettigen
Ceramiden im Plasma von Patienten gemessen, die an Nierenerkrankungen wie LN
oder DN litten (Haus et al. 2009; Galadari et al. 2013; Mitsnefes et al. 2014; Checa et
al. 2017; Patyna et al. 2019). So konnten wir bereits zeigen, dass Cer d18:1/24:1 im
Plasma und Serum von Patienten mit LN signifikant erhéht war, sowohl im Vergleich
zu gesunden Kontrollen als auch im Vergleich zu Patienten, die an SLE ohne

Nierenbeteiligung litten (Patyna et al. 2019).
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Eine altersbedingt veranderte Ceramidkonzentration demonstrierte eine andere Studie
und fand erhéhte Konzentrationen von Cer d18:1/24:1 im Serum von 75-90 Jahre alten
Frauen gegenuber 24-40 Jahre alten Frauen, sowie im Serum von alten gegenuber
jungen Affen (Khayrullin et al. 2019). Jedoch ist bekannt, dass die Nierenfunktion mit
dem Alter stetig abnimmt (Shlipak et al. 2009; Denic et al. 2016).

Es stellt sich dennoch die Frage, ob Ceramide als Biomarker flr bestimmte
Krankheiten geeignet sind. Da offensichtlich verschiedene Erkrankungen in
unterschiedlichen Organen eine Veranderung von Ceramiden im Plasma und Serum
hervorrufen kdnnen, erscheint eine eindeutige Zuordnung ausschlieRlich anhand der
Analyse von Ceramiden im Plasma unrealistisch. Jedoch kénnte das Ceramidprofil im
Plasma eines Patienten mit bisherigen Daten verglichen und dadurch weitere
spezifische diagnostische Verfahren durchgefihrt werden. Uber die genaue Funktion
und Ursachen flr die Veranderungen von bestimmten Ceramiden im Blut und den
Geweben ist bisher wenig bekannt, weshalb Untersuchungen, wie sie in dieser Arbeit
vorliegen, wichtig sind, um die Zusammenhange zu entschlisseln. Im Gegensatz zu
dem bioaktiven Lipidmediator S1P, welcher von Erythrozyten und Thrombozyten aktiv
Uber spezifische Transporter sezerniert werden kann, gelangen Ceramide wohl
hauptsachlich durch extrazellulare Vesikel wie Exosomen ins Blut (Hanel et al. 2007;
Vu et al. 2017; Khayrullin et al. 2019). Aus diesem Grund ist es notwendig, die
Veranderungen von Ceramiden in erkrankten Geweben zu untersuchen, um den
Wissensstand von Korrelationen hin zu Kausalitaten voranzubringen. Somit kénnen
auch Mechanismen identifiziert werden, die als Ziele fur pharmakologische

Modulationen zur Verbesserung des Krankheitsbildes genutzt werden kdnnen.

Veranderungen der Sphingolipide im Nierengewebe von Patienten mit Nieren-
erkrankungen waren bisher jedoch kaum Gegenstand der Forschung. Deshalb wurde
in dieser Studie untersucht, ob sich die Ceramidspiegel im Nierengewebe in
Gegenwart einer Fibrose, dem wichtigen Kennzeichen nahezu aller chronischen

Nierenerkrankungen, im Vergleich zu gesunden Kontrollen verandern.
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Tatsachlich wurden Unterschiede bei bestimmten Ceramiden zwischen gesundem und
fibrotischem Nierengewebe von Patienten gefunden. Diese Effekte konnten auch in
zwei Mausmodellen, wie dem hier beschriebenem Modell zur AN und im Modell der
UUO, welche von den Kolleginnen Dr. Stephanie Schwalm und Dr. Sandra Beyer
durchgefuhrt wurden, reproduziert werden. Die Konzentrationsspiegel der sehr
langkettigen Ceramide Cer d18:1/24:0 und Cer d18:1/24:1 waren signifikant niedriger im
fibrotischen Nierenkortex der Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollgeweben.
Andere Ceramidspezies, wie die langkettigen Ceramide und sehr langkettigen
Dihydroceramide, waren hingegen nicht in ihrer Konzentration im fibrotischen
Nierenkortex gegenuber dem gesunden Gewebe verandert. Die spezifische Reduktion
der sehr langkettigen Ceramide wurde ebenfalls im entziindeten und fibrotischem
Nierengewebe der Mause, die an einer AN litten, nachgewiesen. Dies spricht dafur, dass

es sich nicht um eine allgemeine Reduktion aller Ceramide im Gewebe handelt.

Die Ursache fir diese konsistenten Veranderungen der Ceramide im Nierengewebe aus
Menschen und Mausen kann an dieser Stelle nicht abschlieRend geklart werden. Ein
Einfluss des Alters auf die Ceramidkonzentrationen scheint zumindest ausgeschlossen.
So haben Eum et al. (2020) keine Unterschiede in den Ceramidspiegeln im
Nierengewebe von 4 und 25 Monate alten Mausen festgestellt. Interessant ware zudem
auch, die Zusammensetzung der Sphingomyeline in Bezug auf kettenlangenspezifische
Unterschiede zu messen, denn Ceramide werden auch aus der Spaltung von

Sphingomyelin mittels Sphingomyelinasen gebildet, wodurch ein Einfluss denkbar ist.

Unter den vielen Enzymen des Sphingolipidstoffwechsels wurde eine Substratspezifizitat
bezuglich unterschiedlicher Kettenlange der Fettsaurereste bisher jedoch nur bei den
Ceramidsynthasen bestatigt (Levy und Futerman 2010b). Die sechs verschiedenen
Ceramidsynthasen der Saugetiere sind unterschiedlich stark exprimiert in den
verschiedenen Geweben. In den Nieren der Mause wird vor allem die CerS2 und in
geringeren Mengen noch CerS5 und CerS6 exprimiert (Laviad et al. 2008). Diese
Befunde konnten wir durch Messung von 5- bis 6-fach hoheren mRNA-Spiegeln von
CerS2 gegenuber CerS5 und CerS6 bestatigen, welche die Synthese von Cer
d18:1/16:0 katalysieren (Levy und Futerman 2010b). Die CerS2 bevorzugt fir die
Katalyse sehr langkettige Acyl-CoA-Molekule zur Bildung von Cer d18:1/22:0 bis hin zu
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Cer d18:1/26:0 (Laviad et al. 2008; Pewzner-Jung et al. 2010). Menschliche Nieren
zeigen ein ahnliches Expressionsmuster mit CerS2 als die am starksten exprimierte
Ceramidsynthase und geringer Expression von CerS4-6 (Uhlén et al. 2015). In unserer
Studie konnten wir auf MRNA-Ebene keine Unterschiede in der Expression von CerS2,
CerS5 und CerS6 in den Nierengeweben aus den erkrankten im Vergleich zu den
gesunden Mausen messen. Die mRNA-Expression spiegelt jedoch nicht die
Translation und Aktivitat der Ceramidsynthasen wider, welche durch Dimerisierung,
Bindung von S1P, BAK oder miRNAs beeinflusst werden kann (Siskind et al. 2010;
Matanes et al. 2019). So wurde gezeigt, dass die Aktivitat von CerS2 von der Bildung
von Heterodimeren mit CerS4, CerS5 oder CerS6 abhangt (Laviad et al. 2012). Zudem
ist CerS2 die einzige Ceramidsynthase, bei der eine Bindestelle flir S1P nachgewiesen
worden ist, welche zur Inhibierung des Enzyms fuhrt (Laviad et al. 2008). Deshalb ist
es moglich, dass die beobachteten Unterschiede in den Ceramiden auf die
Ceramidsynthasen zuruckzuflhren sind, obwohl sowohl die mRNA- als auch die
Proteinexpression der CerS2 in den AN Mausen nicht geringer war im Vergleich zu
den gesunden Kontrollen. Die zugehorigen sehr langkettigen Dihydroceramide,
welche ebenfalls durch die Ceramidsynthasen gebildet werden, wiesen keinen
Unterschied zwischen den kranken und den gesunden Nierenbiopsien auf. Es gilt
jedoch zu beachten, dass die Dihydroceramide in deutlich geringerer Konzentration
als die sehr langkettigen Ceramide in der Niere vorliegen und sie lediglich im ER als
Zwischenschritt zur Ceramidsynthese aus Sphinganin und Acyl-CoA entstehen
(Rother et al. 1992). Die Ceramide hingegen sind zudem noch im Golgi-Apparat, in der
Plasmamembran, insbesondere in ceramidreichen Plattformen, und in Lysosomen zu
finden und kénnen neben der de novo-Synthese im ER aus den Dihydroceramiden
auch noch Uber die Ceramidsynthasen aus Sphingosin und Acyl-CoA oder aus der
Spaltung von Sphingomylein gebildet werden (Grosch et al. 2012). Somit kdnnen die
Veranderungen in den Ceramiden durch unterschiedliche Enzyme in verschiedenen

Organellen bedingt sein.

Besonders interessant fur diese Studie ist, dass langkettige Ceramide (C12-C18)
generell als proapoptotisch angesehen werden, wahrend sehr langkettige Ceramide
(C20-C26) Apoptose verhindern kénnen (Grosch et al. 2012). Da Apoptose ein stets
auftretendes Phanomen bei Hydronephrose und Pyelonephritis darstellt, steht der Verlust
von sehr langkettigen Ceramiden in der Niere in den Biopsien der Patienten im Einklang
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mit ihren antiapoptotischen Eigenschaften (Sung et al. 2000; Yoo et al. 2006). In diesem
Zusammenhang ware es interessant herauszufinden, ob und wie sich der Verlauf einer
renalen Fibrose in Ceramidsynthase-Knockout-Mausen in einem Tiermodell gegenluber

Wildtyp-Tieren andert.

Wir konnten zeigen, dass sehr langkettige Ceramide in der Niere von Menschen und
Mausen hoher konzentriert sind als langkettige Ceramide. Die Mediane von Cer
d18:1/24:0 und Cer d18:1/24:1 waren in menschlichen Nieren 4-mal hoher in der
Nierenrinde und 2-mal héher im Nierenmark im Vergleich zu dem am haufigsten
vorkommenden langkettigen Ceramid Cer d18:1/16:0. Nur in Mausen zeigte Cer
d18:1/16:0 vergleichbar hohe Werte wie Cer d18:1/24:0. In den Messungen von Laviad et
al. war Cer d18:1/16:0 sogar das haufigste Ceramid in den Mausenieren (Laviad et al.
2008). Im Gegensatz zu den Gegebenheiten im menschlichen Nierengewebe war Cer
d18:1/16:0 auch in fibrotischen Mausenieren im Vergleich zu den gesunden signifikant
reduziert. Dieser Unterschied ist also eventuell bedingt durch die stark unterschiedlichen

Konzentrationen von Cer d18:1/16:0 im humanen und murinen Nierengewebe.

Im Gegensatz zur Reduktion von bestimmten Ceramiden in fibrotischem Nierengewebe,
wie wir es in unserer Studie beobachtet haben, wurde andererseits gezeigt, dass ein
Cisplatin-induzierter akuter Nierenschaden zu einem Anstieg der Konzentrationen von
einigen langkettigen und sehr langkettigen Ceramiden (Cer d18:1/16:0, Cer d18:1/20:0,
Cer d18:1/24:1, Cer d18:1/26:0) und deren zugehérigen Hexosylceramiden in der
Nierenrinde von C57BL/6J Mausen fuhrte (Dupre et al. 2017). Des Weiteren
vermuteten die Autoren, dass eine Unterbindung der Bildung von Hexosylceramiden
aus Ceramiden Gewebeschaden, Inflammation und Apoptose verstarkte. Eine
Unterscheidung zwischen der Akkumulation von langkettigen im Verhaltnis zu sehr
langkettigen Ceramiden wurde in der Studie nicht weiter erortert. Es ist aber
wahrscheinlich, dass der Anstieg des proapoptotischen Cer d18:1/16:0 den
Krankheitsverlauf starker beeinflussen konnte als jener, der sehr langkettigen
antiapoptotischen Ceramide. Zudem ist bekannt, dass Cisplatin den Anstieg von
Ceramiden in direkter Weise bewirkt, wohingegen in unserem Modell die Veranderungen
der Ceramide intrinsisch durch den Krankheitsverlauf bedingt wurden (Noda et al. 2001;
Rebillard et al. 2007).
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Da wir in unserer Studie Gesamtnierenhomogenisate der Maus verarbeitet haben, war
eine Differenzierung zwischen Nierenkortex und Nierenmark, wie es bei den humanen
Biopsien gegeben war, nicht mdglich. Auffallend war, dass die Ceramidspiegel sich im
fibrotischen gegenliber dem gesunden humanen Nierenmarkgewebe nicht
unterschieden. Es wurde jedoch auch kein signifikanter Anstieg von fibrotischen Markern
in den Nierenmarkproben gemessen, selbst wenn diese fibrotischen Marker in den
zugehdrigen Proben aus dem Bereich der Nierenrinde signifikant exprimiert waren im
Vergleich zu den Kontrollproben. Ob der Abfall der sehr langkettigen Ceramide ein
spezifisches Phanomen in der Nierenrinde darstellt, bleibt daher offen. Hinzu kommt, dass
die Konzentrationen der sehr langkettigen Ceramide in den Proben aus gesundem
Nierenmark viel geringer waren als in den Proben aus gesunder Nierenrinde. Es ist daher
davon auszugehen, dass bestimmte Zellen aus der Nierenrinde, zum Beispiel

Mesangiumzellen aus den Glomerula, in besonderem Malde Ceramide akkumulieren.

Zusammengefasst konnten wir in dieser Studie zeigen, dass ein Abfall der
Konzentrationen von sehr langkettigen Ceramiden mit renaler Fibrose in Menschen und
Mausen einhergeht. Somit ist davon auszugehen, dass in beiden Spezies ahnliche
Mechanismen ablaufen und folglich Mausmodelle ein geeignetes Mittel zur Untersuchung
von Ceramiden im Hinblick auf die involvierten Enzyme im Kontext von
Nierenerkrankungen darstellen. Die Studie wirft interessante Fragen hinsichtlich der
Funktion und der Folgen einer Manipulation der Enzyme des Ceramidstoffwechsels auf,

welche in weiteren Studien untersucht werden sollten.

4.3 Die Rolle des Sphingosin-1-Phosphat-Transporters
Spns2 im Kontext der Nierenfibrose

Die Stimulation von Spns27-- und Spns2**-mMC mit TFG-B2 zeigte, dass Spns2 die
Expression von CTGF Uber einen langeren Zeitraum aufrechterhalt. Diese Wirkung
wurde auch durch eine RNAi-vermittelte Herunterregulation von Spns2 in einer
humanen proximalen Tubuluszelllinie nachgewiesen, welche zur verminderten
Expression von CTGF und Fibronektin nach Stimulation mit TFG-2 fuhrte (Blanchard
etal. 2018). In den ersten Stunden nach der Stimulation mit TFG-B2 war die Expression

von CTGF in den hier verwendeten mMC beider Genotypen gleich. Dies erscheint
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schlussig, da TFG-B2 Uber Smads direkt die Expression von CTGF induziert (Meng et
al. 2016). DarUber hinaus induziert der Wachstumsfaktor aber auch die Expression der
SK-1 (Yamanaka et al. 2004). Uber die SK-1 wird vermehrt S1P gebildet, welches Uber
den Transporter Spns2 aus der Zelle geschleust werden kann (Hisano et al. 2012).
Dadurch kann S1P autokrin und auch parakrin die S1P-Rezeptoren in den
Zellmembranen aktivieren, was ebenfalls zur Expression von CTGF fuhren kann (Li et
al. 2008; Cheng et al. 2018). Wird das gebildete S1P jedoch nicht ausgeschleust, kann
es im Zellkern die Expression von CTGF hemmen (Ren et al. 2009). Dieser Effekt war
in den durchgefuhrten Versuchen nach 24 Stunden zu erkennen und besonders
deutlich nach 48 Stunden. Eine erhdhte intrazellulare Konzentration von S1P konnte
mittels Massenspektrometrie nicht festgestellt werden. Es scheint somit nicht
ausschlaggebend zu sein, dass besonders hohe Mengen an S1P akkumulieren.
MaRgeblich ist vermutlich eher die subzellulare Lokalisation, die daruber entscheidet,
ob S1P im Zellkern oder auf der Plasmamembran aktiv werden kann. S1P bewegt sich
nicht frei im Zellkulturmedium, sondern ist an Proteinen wie Albumin (im Zellkultur-
medium an BSA) gebunden (Adamson et al. 2014). Hohe Konzentrationen an S1P in
der Zelle wurden sich wohl auch deshalb bei fehlendem Transport nicht bilden, da es
mehrere enzymatische Wege Uber Phosphatasen und die S1P-Lyase zum Abbau
dieses Lipids gibt, deren Genexpression auch in den hier verwendeten mMC
gemessen werden konnten (Pyne et al. 2005; Bektas et al. 2010). Zudem wurde auch
die Genexpression des Transportproteins MRP1 in den mMC mittels RT-gPCR
gemessen, welches ebenfalls in der Lage ist S1P zu transportieren. Extrazellulare
Konzentrationen von S1P im Zellkulturmedium waren unter dem Detektionslimit des
verfugbaren Verfahrens zur massenspektrometrischen Analyse, weshalb eine
Quantifizierung des Exports von S1P nicht Gberpriuft werden konnte. Bestatigt wurde
diese Problematik in einer Studie, in welcher sogar extrazellular zugefiugtes S1P auf
einem S1P-Lyase-unabhangigen Weg von allen getesteten Zelltypen innerhalb von 30
Minuten abgebaut wurde (Peest et al. 2008).
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5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl die Rolle von S1Ps in einem Mausmodell fur
tubulointerstitielle Fibrose, die Konzentrationsdanderungen von spezifischen
Ceramiden in fibrotischen Nieren aus dem Menschen und der Maus als auch die Rolle

von Spns2 im Kontext der Nierenfibrose in vitro untersucht.

Es wurde festgestellt, dass S1Ps7-Mause einen milderen Krankheitsverlauf bei der AN
gegenuber Wildtypen zeigen. So waren die Schaden im Gewebe, die
EntzGndungsreaktionen und auch die fibrotischen Prozesse nach 7 und 14 Tagen
deutlich geringer in den S1Ps”-Mausen. Es konnte jedoch noch nicht geklart werden,
welche Zellen fur diesen Unterschied verantwortlich sind, da sowohl residente Zellen
der Niere als auch infiltrierende Immunzellen eine Rolle spielen kdnnten. Durch die
falschpositiven Signale flr die Expression von S1Ps mit der verwendeten TagMan®-
Sonde war die Identifikation der relevanten Zelltypen bisher nicht maoglich. In
nachfolgenden Studien sollten daher Zellen aus der Niere und Immunzellen aus den
S1Ps-Mausen in Experimenten im Vergleich zu Zellen aus Wildtypen untersucht
werden. Zukunftige Untersuchungen konnen zudem mit dem S1Ps-spezifischen
Antagonisten A-971432 im Vergleich zu dem S1P1- und S1Ps-antagonisierenden
Siponimod durchgefuhrt werden. Hierdurch konnten die spezifischen Effekte der
Modulation von S1Ps sowohl in vitro als auch in vivo weiter herausgearbeitet werden.
Daraus konnten weitere Indikationen fiur die therapeutische Verwendung dieser
Wirkstoffe als auch mdgliche Kontraindikationen fir das bereits zugelassene

Medikament Siponimod abgeleitet werden.

In den fibrotischen Nierenrindengeweben aus Patienten und den fibrotischen
Nierengeweben aus Mausen wurden geringere Konzentrationen von sehr langkettigen
Ceramiden im Vergleich zu gesunden Nierengewebeproben gefunden. Die Ursache
dieser Anderungen scheint somit durch Zellen verursacht zu werden, die hauptséachlich
oder ausschlieRlich in der Nierenrinde zu finden sind. Es ware daher interessant,
Zellen aus der Nierenrinde zu isolieren und ihre Konzentrationen an Ceramiden in
Abhangigkeit von profibrotischen und proentziindlichen Faktoren zu vergleichen.
Zudem konnten CerS2-/--Mause in einem Modell zur Nierenfibrose, induziert durch
UUO oder Adenin, untersucht werden, um den Einfluss der sehr langkettigen

Ceramide in der Niere im Krankheitsverlauf zu analysieren.
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Die Zellkulturversuche mit Spns2”- und Spns2**-mMC zeigten, dass Spns2 die
Expression von CTGF férdert. Mit Hilfe eines GFP-markierten S1P-Rezeptors kdnnte
untersucht werden, ob in Abwesenheit von Spns2 die Rezeptoraktivierung vermindert
ist. Zudem konnte die extrazelluldre Konzentration von S1P in Spns2”-- und Spns2*/*-
mMC durch Stimulation mit caged-S1P oder Sphingosin in den messbaren Bereich der
Massenspektrometrie gesteigert werden. Caged-S1P ist hydrophob und kann in die
Zellen diffundieren. Uber UV-Licht wird es gespalten, wodurch S1P intrazellular
freigesetzt werden kann (Meyer zu Heringdorf et al. 2003). Eine Stimulation mit dem
membrangangigen Sphingosin fuhrt Gber die Aktivitat der Sphingosinkinasen ebenfalls
zu einer Erhéhung der intrazellularen S1P-Konzentrationen (unverdffentlichte Daten).
Der rasche Abbau von S1P kann durch die Verwendung des Phosphatase-Inhibitors
Natriumorthovanadat verhindert werden (Peest et al. 2008). Um den moglichen Export
von S1P durch MRP1 zu unterbinden, kbnnen MRP1-Inhibitoren wie MK-571 oder
Reversan in den Versuchen miteinbezogen werden. Daruber hinaus konnte der
Einfluss von Spns2 auch unter der Verwendung der Spns2”-- und Spns2**-Mause in
einem Modell zur Nierenfibrose wie dem Adenin-Modell oder der UUO analysiert

werden.
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6 Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass die Aktivierung von S1P-Rezeptoren die Expression von
profibrotischen Mediatoren, wie dem Bindegewebswachstumsfaktor CTGF, induzieren
und deshalb auch eine Rolle bei der Entstehung der Nierenfibrose spielen kann. In
diesem Kontext konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die Aktivierung von S1Ps
zur TGF-B2-induzierten CTGF-Expression in humanen glomeruldren Mesangiumzellen
beitragt (Wunsche et al. 2015). Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde deshalb die
Rolle von S1Ps in einem in vivo-Modell zur Nierenfibrose untersucht. Mannliche
S1Ps-Mause und Wildtypmause mit C57BL/6J-Hintergrund wurden mit einer
adeninreichen Diat fir jeweils 7 und 14 Tage geflttert, um eine tubulointerstitielle
Fibrose hervorzurufen. Die Nieren von unbehandelten Mausen des jeweiligen
Genotyps dienten als Kontrolle. Die Ergebnisse zeigen, dass S1Ps”-Mause geringere
Kreatininplasmaspiegel und weniger Schaden im Nierengewebe gegenuber Wildtypen
zeigten. Darlber hinaus wurde festgestellt, dass die mMRNA-Expression von mehreren
Fibrosemarkern und proinflammatorischen Zytokinen in den S1Ps’”-M&usen
schwacher war als in den Wildtypen. Die Auswertung von histochemischen Farbungen
und Western Blots bestatigte diese Beobachtung. Zusammengefasst kann
festgehalten werden, dass S1Ps eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Adenin-
induzierter Entzindung in der Niere und nachfolgender Pathogenese wie

Gewebeschaden und Fibrose spielt.

Ceramide sind ein Bestandteil der Lipiddoppelschicht, in allen eukaryotischen Zellen
vorhanden und zentrale Molekule des Sphingolipidstoffwechsels. Die Synthese und
der Abbau der Ceramide werden von vielen verschiedenen Enzymen reguliert. Neben
ihrer Aufgabe als strukturelle Elemente der Zellmembranen wurde herausgefunden,
dass Ceramide auch in verschiedenen Signalwegen involviert sind, die auch bei
Nierenerkrankungen eine Rolle spielen. In Bezug auf die Kettenlange der angehangten
Fettsaure kdnnen so genannte kurz- und langkettige Ceramide Apoptose induzieren,
wohingegen sehr langkettige Ceramide Zellproliferation fordern. In mehreren Studien
wurden bereits Konzentrationsanderungen von kettenlangenspezifischen Ceramiden
im Plasma und Serum von Patienten gemessen, die zu diesem Zeitpunkt an einer
Nierenerkrankung litten. In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob solche

Konzentrationsanderungen auch im Nierengewebe von Patienten und Mausen mit

102



Zusammenfassung

einer Nierenfibrose, dem Kennzeichen nahezu aller chronischen Nierenerkrankungen,
zu sehen sind. Zu diesem Zwecke wurden Biopsien der Nierenrinde und des
Nierenmarks von fibrotischen Nieren aus Patienten, die an Hydronephrose und/oder
Pyelonephritis litten, und von gesunden Gewebeproben untersucht. Letztere wurden
durch Nephrektomien zur Behandlung von Nierenkarzinomen gewonnen und dienten
als nichtfibrotische Kontrolle. Zum Vergleich mit fibrotischen Nieren aus Mausen
wurden mannliche Mause der Linie C57BL/6J mit einer adeninreichen Diat flr 14 Tage
gefuttert. Die Konzentrationen der Sphingolipide wurden mittels Massenspektrometrie
gemessen und die Level der fibrotischen Marker wurden mit Hilfe von RT-qPCR und
histologischen Farbungen analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die sehr
langkettigen Ceramide Cer d18:1/24:0 und Cer d18:1/24:1 sowohl in fibrotischen
Nierenrindenproben der Patienten als auch in fibrotischen Nieren der Mause im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollproben signifikant geringer konzentriert waren.
Diese Effekte korrelieren mit der Hochregulation der Fibrosemarker COL1a1, COL3a1
und aSMA in den fibrotischen Nieren. Es konnte gezeigt werden, dass nur bestimmte
Ceramide in fibrotischem Nierengewebe in ihrer Konzentration verandert sind, was
interessante Fragen hinsichtlich der Ursache dieser Veranderungen, ihrer
funktionellen Aufgabe und 2zu moglichen Effekten einer Manipulation des
Ceramidstoffwechsels mit dem Ziel der Behandlung der Nierenfibrose oder der
Entdeckung neuer Biomarker aufwirft. Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen zudem
die Eignung von in vivo-Mausmodellen als translationalen Ansatz fur das Verstandnis

der Beteiligung von Ceramiden in menschlichen Nierenerkrankungen.

Die in vitro-Untersuchungen zu der Rolle des S1P-Transporters Spns2 haben gezeigt,
dass Spns2 die Expression von CTGF nach Stimulation von Mausmesangiumzellen
mit TFG-B2 verstarkt. 24 Stunden nach Stimulation war im Zellkulturiberstand von
Spns2”-mMC im Gegensatz zu Spns2**-mMC keine Akkumulation des pro-
fibrotischen Zytokins CTGF gegenuber der unstimulierten Kontrolle detektierbar. Nach
48 Stunden Stimulation mit TFG-B2 war die Menge an CTGF im Zelllysat als auch im
Zellkulturiberstand von Spns2’-mMC genauso hoch wie in der unstimulierten
Kontrolle. Im Zelllysat und im Uberstand der Spns2’-mMC war die Expression von
CTGF weiterhin deutlich héher im Vergleich zu den Proben der unstimulierten Zellen.

Die basale und TFG-B2-induzierte Genexpression von S1P-synthetisierenden und
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S1P-degradierenden Enzymen, sowie die Konzentrationen an S1P und Sphingosin in

den Zellen unterschieden sich zwischen Spns2”--mMC und Spns2**-mMC nicht.
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7 Summary

S1P receptor activation is known to induce the expression of profibrotic mediators such
as CTGF and thus might play a role in the progression of renal fibrosis. In this context,
we previously showed that S1Ps activation contributes to the TGF-B2-induced CTGF
expression in human glomerular mesangial cells (Wunsche et al. 2015). In this thesis,
the role of S1Ps was investigated in an in vivo model of renal fibrosis. Male S1Ps
knockout mice and wildtype mice on C57BL/6J background were fed with an adenine-
rich diet for 7 days. The results demonstrate that S1Ps knockout mice had lower
plasma creatinine levels and less tissue damage compared to wildtype mice. Further,
the mMRNA expression of several fibrotic markers and inflammatory cytokines was
diminished in kidneys of S1Ps knockout mice compared to wildtype mice.
Histochemistry and Western Blot analyses of fibrotic markers confirmed these results.
Taken together, S1Ps seems to play an essential role in the onset of adenine-induced
renal inflammation, damage and progression of renal fibrosis and might be a promising

target for future pharmacological treatment.

Ceramides are a part of the lipid bilayer in all eukaryotic cells and represent central
molecules of the sphingolipid metabolism. Ceramide synthesis and degradation are
regulated by numerous enzymes. Besides serving as structural elements in cell
membranes, ceramides are also known to influence various signaling events involved
in the progression of renal diseases. Depending on the chain length of the attached
fatty acid, so called short- and long-chain ceramides induce apoptosis whereas very
long-chain ceramides promote cell proliferation. In addition, several studies reveal
alterations of chain-length specific ceramides in plasma and serum of patients suffering
from renal diseases. In this thesis, it was investigated whether such alterations also
occur in kidney tissue samples from patients and mice suffering from renal fibrosis, as
a hallmark of chronic kidney diseases. For this purpose, human fibrotic kidney samples
from renal cortex and renal medulla were collected from nephrectomy specimens with
hydronephrosis and/or pyelonephritis. Healthy parts from tumor nephrectomies served
as nonfibrotic controls. Mouse fibrotic kidney samples were collected from male
C57BL/6J mice treated with an adenine-rich diet for 14 days or were subjected to 7
days of UUO. Kidneys of untreated mice and contralateral kidneys (UUQO) served as

respective controls. Sphingolipid levels were detected by LC-ESI-MS/MS and
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expression levels of fibrotic markers were analyzed by real-time PCR and histological
stains. Very long-chain ceramides Cer d18:1/24:0 and Cer d18:1/24:1 were
significantly downregulated in both fibrotic human kidney cortex and fibrotic murine
kidney compared to respective control samples. These effects correlate with
upregulation of COL1a1, COL3a1 and aSMA expression in fibrotic human kidney
cortex and fibrotic mouse kidney. The results show that specific ceramides are altered
in renal fibrosis, which raises interesting questions about their functional role and
putative effects of ceramide metabolism manipulations in order to find new treatment
strategies for renal fibrosis and potential biomarkers of chronic kidney disease. These
findings also support the use of in vivo murine models as appropriate translational

means to understand the involvement of ceramides in human kidney diseases.

The in vitro studies about the role of S1P transporter Spns2 in the context of renal
fibrosis showed that Spns2 augments CTGF expression after stimulation with TFG-[32
in renal mesangial cells. There was no accumulation of the profibrotic cytokine CTGF
in supernatant of Spns2--mMC detectable compared to Spns2**-mMC after 24 hours
of stimulation. 48 hours after stimulation with TFG-2, the amount of CTGF in the cell
lysate as well as in the supernatant of Spns2”--mMC was as high as in samples from
unstimulated control cells. Basal and TFG-B2-induced gene expression of enzymes for
S1P generation and degradation as well as levels of S1P and sphingosine in mesangial

cells did not show any difference between Spns2”/--mMC und Spns2**-mMC.
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8 Anhang

8.1 Abkirzungsverzeichnis

Abb.
ABC-Transporter
AN

aSMA

APS

ATP/CTP
GTP/TTP

BAK
BSA
Bzw.

C
Ccl2/MCP-1
CerS
Cftr
CoA
Col1a1
Col3a1
cDNA
CTGF

DAB

Abbildung
Adenosine triphosphate binding cassette-Transporter
Adenin-induzierte Nephropathie

anti-smooth muscle actin

Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat/Cytidintriphosphat/
Guanosintriphosphat/Thymidintriphosphat

Bcl-2 homologous antagonist/killer

Bovines Serumalbumin

Beziehungsweise

Kohlenstoff

C-C Chemokinligand 2/ monocyte chemotactic protein-1
Ceramidsynthase

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene
Coenzym A

Kollagen Typ | alpha 1

Kollagen Typ Ill alpha 1

complementary DNA

connective tissue growth factor

3, 3-Diaminobenzidin

107



Anhang

DAG
DEPC
DMEM/F12
DN

DNA
DMSO
DPBS
dNTP

DTT

EDTA

EDG
EGTA
ELISA
EMT

ER

FDA

FKS

FN1
g/kg/mg/ug/ng
G12/13/Giio/ Gq
GAPDH

h/Min/s

H20/ddH20/

Diacylglycerin

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco's Modified Eagle Medium

diabetische Nephropathie

deoxyribonucleic acid

Dimethylsulfoxid

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
2’-Desoxynucleosidtriphosphat

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

endothelial differentiation gene
Ethylenglycol-bis-(B-aminoethylether)-N-N-N"-N"-tetraessigsaure
enzyme-linked immunosorbent assay
Epithelial-mesenchymale Transition

Endoplasmatisches Retikulum

Food and Drug Administration, USA

Fotales Kalberserum

Fibronektin 1
Gramm/Kilogramm/Milligramm/Mikrogramm/Nanogramm

G-Protein G12/13/Gin/Gq
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Stunde/Minute/Sekunde

Wasser/double distilled water (bidestilliertes Wasser)/
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VE-H20
HCI
HEPES
HN
HRP
IgG

IL-6
IL-18
KCI

kDa
KIM-1
L/pL/mL
LN

LC-ESI-MS/MS

Mfsd2b
MgCl2
mm/cm
M/mM/uM/nM
mMC

MRP1

MS

vollentsalztes (destilliertes) Wasser

Salzsaure
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Hydronephrose

horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
Immunglobulin G

Interleukin-6

Interleukin-1-beta

Kaliumchlorid

kilo Dalton / atomare Masseneinheit

kidney injury molecule-1

Liter/Mikroliter/Milliliter

Lupus-Nephritis

Liquid chromatography with electrospray ionization coupled with

tandem mass spectrometry | Flissigchromatographie mit

Elektrosprayionisation und Tandem-Massenspektrometrie-

Kopplung

major facilitator superfamily domain containing 2b
Magnesiumchlorid

Millimeter/Zentimeter
Molar/Millimolar/Mikromolar/Nanomolar

renale Mesangiumzellen aus der Maus

multidrug resistance-associated protein 1

Massenspektrometrie
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NaCl

NaOH

NaszVO4

NaF

NF-kB

NGAL

NLRP3

NP40

PAS

PAI-1

PAGE

PBS

PBST

PCR

PDGF

PIC

PMSF

PN

Rac

Ras

Rho

number (hier: Anzahl der Versuchsproben)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Natriumorthovanadat

Natriumflourid

nuclear factor kappa B

neutrophil gelatinase-associated lipocalin

nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich repeat

and pyrin domain-containing 3 gene

Nonidet-P40

periodic acid-Schiff reaction
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phosphate-buffered saline

phosphate-buffered saline tween

polymerase chain reaction | Polymerasekettenreaktion
platelet-derived growth factor

Protease Inhibitor Cocktail

Phenylmethylsulfonylfluorid

Pyelonephritis

kleine GTPase der Proteinfamilie Rac, Subfamilie Rho
kleine GTPase der Proteinsuperfamilie Ras

kleine GTPase der Proteinfamilie Rho, Subfamilie Ras
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RNA/MRNA/

ribonucleic acid/messenger-RNA

rRNA/RNAI/miRNA ribosomal-RNA/RNA interference/microRNA

RPMI
RT
RT-PCR
RT-gPCR
S1P

S1P1s

SD

SDS

SEM

Smad
S1Ps-Mause
Spns2’-Mause
Spns2**-Mause
SGPP1

SK-1

SK-2

Spns2

SLE

TBS

TEMED

TGF-32

Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

reverse transcriptase-polymerase chain reaction
reverse transcriptase-quantitative polymerase chain reaction
Sphingosin-1-Phosphat
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-1 bis 5
Standard deviation / Standardabweichung
sodium dodecylsulfate | Natriumdodecylsulfat
standard error of the mean / Standardfehler
mothers against decapentaplegic homolog
S1Ps-defiziente Mause

Spns2-defiziente Mause

Spns2-exprimierende Mause
Sphingosin-1-Phosphat-Phosphatase-1/2
Sphingosinkinase-1

Sphingosinkinase-2

Spinster homolog 2

Systemischer Lupus erythematodes
Tris-gepufferte Saline

Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor-32

111



Anhang

TNFa
TRIS

Upm
uuo
uv
VIV
°C

tumor-necrosis factor-alpha
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Umdrehungen pro Minute
unilaterale Ureterobstruktion
Ultraviolett
Volumen/Volumen

Grad Celsius
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Kooperationspartner

Die Extraktion, Bestimmung und Quantifizierung der Sphingolipide mit Hilfe von
Flussigchromatographie mit Elektrosprayionisation-Massenspektrometrie-Kopplung
und anschlieBender Tandem-Massenspektrometrie (LC-ESI-MS/MS) wurden von
Sandra Trautmann und Dr. Dominique Thomas aus dem Institut fur Klinische
Pharmakologie des Universitatsklinikums Frankfurt am Main unter der Leitung von
Prof. Dr. Dr. Gerd Geillinger durchgefuihrt. Die Abbildungen 22, 25, 29, 31, 34 und 37

sind auf Grundlage dieser Kooperation entstanden.

Dr. Sonja Djudjaj und Prof. Dr. Peter Boor aus dem Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums der RWTH Aachen haben die Gewebeproben der Patienten zur
Verflgung gestellt und histologische Farbungen durchgefuhrt. Die Abbildungen 24 und

28 wurden im Rahmen dieser Zusammenarbeit zur Verfligung gestellt.

Die histologischen Farbungen zur Fibrose in den Mausgeweben wurden von Dr. Stefan
Gauer aus der Abteilung fir Nephrologie des Universitatsklinikums Frankfurt am Main
durchgefuhrt. Im Rahmen dieser Kooperation wurden die Abbildungen 19 und 33 zur

Verfigung gestellt.

Prof. Dr. H. J. Grone, Leiter der Abteilung fur Zellulare und Molekulare Pathologie am
DKFZ in Heidelberg, stellte die Abbildung 11B zur Verfliigung, welche eine semi-
quantitative RT-PCR zur Bestimmung der Expression von S1Ps in der humanen Niere

und ihren Bestandteilen auf mRNA-Ebene zeigt.
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Hiermit versichere ich, dass die vorliegende Arbeit von mir eigenstandig und nur mit
den angegebenen Mitteln, sowie unter Beachtung der Grundsatze der guten
wissenschaftlichen Praxis, angefertigt wurde. Daten, die von Koooperationpartner zur
Verfugung gestellt wurden, sind entsprechend ausgewiesen und zusatzlich explizit auf

Seite 148 aufgelistet.

Die Daten aus dem Abschnitt 3.2 mit den Abbildungen 23, 24 25, 27, 28, 29, 31, 32,
33, 34 und 35B wurden bereits in dem wissenschaftlichen Artikel “Consistent Alteration
of Chain Length-Specific Ceramides in Human and Mouse Fibrotic Kidneys” in
Biochimica Et Biophysica Acta Molecular and Cell Biology of Lipids; Band 1866,
Ausgabe 1, Januar 2021 veroffentlicht.

FUr Abbildungen, die aus externen Quellen stammen oder bereits publiziert sind,

wurde die Erlaubnis zur Verwendung eingeholt.

Frankfurt am Main, den 18.01.2021

Timon Sebastian Eckes

148



