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Kurzreferat

Bis heute etablierte Therapien der diabetischen Nephropathie (ANP) sind lediglich in der Lage
die Progression der Erkrankung zu verzégern. Ein Grund fiir die insuffiziente Effektivitét der
Standardtherapien kann ein mangelhafter Effekt auf das tubuldre Kompartiment sein. Das
Gallensdurederivat und chemische Chaperon TUDCA (Tauroursodeoxycholsdure, T)
verbessert maladaptive Stress-Reaktionen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und wirkt
lindernd auf die dNP. Zusitzlich aktiviert TUDCA den Farnesoid-X-Rezeptor (FXR),
welcher iiberwiegend tubuldr exprimiert wird. Wir stellten die Hypothese auf, dass TUDCA
maladaptive ER-Stress-Reaktionen via FXR-Agonismus spezifisch in tubuldren Zellen
positiv beeinflusst. Tatsdchlich induzierte TUDCA die Expression FXR-abhingiger Gene
(SOCS3, DDAH]1) in tubuldren Zellen, nicht aber in endothelialen Zellen oder Podozyten. In-
vivo reduzierte TUDCA sowohl glomerulére als auch tubulidre Schiden in db/db Méusen. Der
FXR-Antagonist Z-Guggulsteron (Gu) hob den ER-stabilisierenden und nephroprotektiven
Effekt von TUDCA nahezu vollstindig auf. Interessanterweise annullierte Z-Guggulsteron
(Gu) die tubuldre, aber nicht die glomeruldre Protektion durch TUDCA. Eine
Kombinationstherapie (E+T) aus TUDCA und dem ACE-Inhibitor (ACEi) Enalapril (E)
reduzierte die Albuminurie in db/db Méusen effektiver als die jeweilige Monotherapie. Beide
Einzeltherapien reduzierten glomeruldre Schidden, doch nur TUDCA zeigte eine zusétzliche
Linderung tubuldrer Pathologien. Diese Arbeit zeigt, dass FXR-Agonismus via TUDCA eine
tubulospezifische Protektion innerhalb der dNP, zusitzlich zum nephroprotektiven Effekt
durch Inhibition des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), bereitstellt.

Schliisselworter
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1 Einleitung

Fritheren Hochrechnungen zufolge schitzte man, dass die weltweite Priavalenz der an
Diabetes mellitus (DM) erkrankten Menschen von 171 Millionen im Jahr 2000 auf bis zu 336
Millionen im Jahr 2030 ansteigen wird [1]. Heutzutage weill man, dass jetzt schon mehr
Menschen weltweit mit Diabetes leben, als frither fiir das Jahr 2030 vorhergesagt wurden.
Nach aktuellen Ergebnissen (2016) litten bereits 2014 ca. 422 Millionen Menschen (Alter:
mind. 18 Jahre) weltweit an DM [2]. Ungefdhr ein Drittel aller Diabetespatienten entwickeln
im Laufe ihrer Erkrankung eine diabetische Nephropathie (dNP). Dariiber hinaus ist die dNP
mit einem Anteil von iiber 40 % an den neu diagnostizierten terminalen Nierenerkrankungen
beteiligt  [3-5]. Neben einer moglichst physiologischen  Einstellung  der
Blutglukosekonzentration steht als einziges etabliertes Therapeutikum die Inhibition des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) zur Verfiigung. Wéhrend eine strikte
Blutzuckereinstellung und ein friihestmdglicher Therapiebeginn mittels RAAS-Inhibitoren
(RAASI) in Friihstadien der dNP zu einer signifikanten Linderung fiihren [6], vermittelt die
bis zum heutigen Tage unverdnderte Standardtherapie der RAASi lediglich eine
Verlangsamung der Progression der Nierenerkrankung [7-9]. Ein Grund fiir diese
insuffiziente Therapie konnte der vorrangig glomeruloprotektive Effekt der Inhibition des
RAAS [6, 10, 11], bei nur sparlichem Nachweis eines protektiven Effektes auf das tubuldre
Kompartiment [12], sein. Andere Studien ziehen sogar einen Zusammenhang zwischen einer
RAASi-Therapie und akutem Nierenversagen bis hin zu Tubulonekrosen in Betracht [13, 14],
was auf eine zu ausgeprigte Hypotension zuriickgefiihrt wird. Dies zeigt auf, wie stark die
Ergebnisse beziiglich einer Protektion des tubuliren Kompartiments durch RAASi
divergieren.

Bei der Pathogenese des DM und der daraus resultierenden dNP handelt es sich um ein
multifaktorielles Geschehen [15], welches viele Ansatzpunkte fiir eine mogliche Therapie
bereitstellt. Eine zentrale Rolle wird in den letzten Jahren fehlerhaften Signalkaskaden
innerhalb einer Zelle, speziell einer gestérten Funktion des Endoplasmatischen Retikulums
(ER), zugeschrieben [16]. Das ER ist in Verbindung mit Ribosomen das Hauptkompartiment
der Proteinsynthese, Proteinfaltung und weiterer posttranslationaler Modifikationen. Doch
was geschieht, wenn funktionslose pathologisch gefaltete Proteine innerhalb des ER
akkumulieren? Die Konsequenz ist eine charakteristische Stressreaktion des ER. Diese dufert
sich in der Aktivierung unterschiedlicher ER-abhéngiger Signalkaskaden, die der Elimination

der fehlgefalteten Proteine und damit einer Reduktion des ER-Stresses (unfolded protein



response, UPR) dienen [17]. Primédr kommt es zu einer vermehrten Synthese von Chaperonen,
die die Proteinfaltung optimieren und somit den ER-Stress reduzieren. Sekundér besitzt eine
Zelle sensible sensorische Mechanismen, die einen weiterhin erhéhten Zellstress (ER-Stress)
detektieren konnen wund somit die UPR induzieren [18]. Die etablierten
Regulationsmechanismen der UPR bestehen aus der Proteinkinase IRE1 (Inositol-requiring
enzyme 1), PERK (Protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase) und ATF6
(aktivierender Transkriptionsfaktor 6) [19]. Sollte die zusitzliche Synthese von Chaperonen
und der Versuch eine zelluldire Homoostase wieder herzustellen erfolglos sein, fithrt die UPR
schlieBlich zum programmierten Zelltod [20] aufgrund einer Uberexpression des
proapoptotischen Proteins CHOP (C/EBP-homologes Protein) [21].

In den letzten Jahren konnte in-vitro gezeigt werden, dass insbesondere das chemische
Chaperon Tauroursodeoxycholsdure (tauroursodeoxycholic acid, TUDCA, T), sowohl durch
seine Wirkung als Chaperon, als auch durch die Regulation des UPR ausgepragtem ER-Stress
entgegenwirken kann [22-25]. Dies flihrt zu der Annahme, dass die seit Jahren in der Klinik
eingesetzten Gallensdurederivate [26-28] eine effektive und sichere Behandlungsoption fiir
die NP darstellen konnten. Interessanterweise konnte bereits in-vitro nachgewiesen werden,
dass TUDCA (T) einen protektiven Effekt sowohl auf Zellen des tubuldren Kompartiments
[29, 30] als auch des glomeruldren Kompartiments besitzt [31]. Diese Ergebnisse unterstiitzen
die Hypothese, dass TUDCA (T) in-vivo einen protektiven Effekt auf beide Kompartimente
aufweisen konnte, was aber bisher unklar ist. Uber welche Rezeptoren TUDCA (T) die
anzunehmenden glomeruloprotektiven- und tubuloprotektiven Effekte verwirklicht, ist bis
heute ebenfalls ungeklart. Wie auch andere Gallensdurederivate wirkt TUDCA (T) als
Agonist am Farnesoid-X-Rezeptor (FXR), welcher nachweislich in renalen tubuldren Zellen
exprimiert wird [32, 33]. Diese Erkenntnisse brachten uns zu der Annahme, dass TUDCA (T)
nicht nur einen glomeruloprotektiven Effekt, mittels Stabilisierung der Homdostase des ER,
aufweist, sondern einen zusdtzlichen protektiven Effekt auf das tubuldre Kompartiment,
mittels Aktivierung des FXR, vermittelt. Ein dabei zu erwartender Vorteil wére, dass TUDCA
(T) unabhédngig vom RAAS zu agieren scheint und durch die kombinierte Gabe der
Standardtherapie (RAASi) und des Gallensdurederivats, der starke glomeruloprotektive
Effekt der RAASi mit einem ER-stabilisierenden und tubuloprotektiven Effekt der
Gallensdure kombiniert werden konnte. Dies konnte einen therapeutischen Mehrwert

gegeniiber einer Monotherapie mit RAASIi darstellen.



2 Materialien und Methoden

2.1  Antikorper, Reagenzien und Gerite

Die folgenden Antikdrper wurden fiir das Material aus der in-vivo Studie verwendet:
Polyklonaler Ziege-anti-DDAH1 Antikorper und polyklonaler Hase-anti-SOCS3 Antikdrper
(erworben von Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA); Polyklonaler Hase-anti-TIM1
(= KIM1) Antikorper (erworben von Abcam, Cambridge, UK); Monoklonaler Maus-anti-
ATF6 Antikorper und polyklonaler Hase-anti-CHOP Antikorper (erworben von Novusbio,
Minneapolis, USA); Polyklonaler Hase-anti-GAPDH Antikorper (erworben von Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA); TEXAS RED anti-Hase/Maus/Ziege Antikorper (erworben von
Vector Laboratories [BIOZOL  Diagnostica GmbH], Eching, Deutschland);
HRP-konjugierte Antikorper (erworben von Cell Signaling Technology, Danvers, USA).

Zuséatzlich wurden folgende Reagenzien und Gerdte verwendet: Tauroursodeoxycholséure
(TUDCA)-Natrium-Salz (erworben von Merck Millipore, Billerica, USA); Z-Guggulsteron
(erworben von Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA); Methylzellulose, Angiotensin II
ELISA, Enalapril und Affen-Serum (erworben von Sigma-Aldrich, St. Louis, USA);
Maus Albumin ELISA (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA); DMEM/F12, RPMI 1640
Medium, Trypsin-EDTA, Penicillin, Streptomycin, DPBS, FBS (erworben von Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA); ITS (Insulin-Transferrin-Selenium Medium) und HEPES
(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsdure; erworben von PAA Laboratories,
Pasching, Osterreich); Interferon Gamma (IFN-y; erworben von Cell Sciences, Newburyport,
USA); Accu-Chek Glucometer inkl. Akku-Chek Teststreifen und protease cocktail inhibitors
(PCI; erworben von Roche Diabetes Care GmbH, Mannheim, Deutschland); Nonidet P-40
(erworben von AppliChem, Gatersleben, Deutschland); BCA-Reagenz (erworben von
Thermoscientific, Waltham, USA); Vectashield mounting medium mit DAPI, PVE und
M.O.M. Kit (erworben von Vector Laboratories [BIOZOL Diagnostica GmbH], Eching,
Deutschland); Ammoniumpersulfat (APS; erworben von Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland); PVDF Membranen Immobilon™ und HRP-Substrat (erworben von Merck
Millipore, Billerica, USA); Period-Siure, Schiff-Reagenz, Mayer-Hdmatoxylin-Losung und
Dimethylsulfoxid (DMSO; erworben von Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland).
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2.2 Mausmodell und in-vivo Interventionen

2.2.1 Diabetisches Mausmodell (db/db Maus)

Die db/db Maus zeichnet sich durch eine Punktmutation innerhalb ihres Genoms aus
(Chromosom 4, Austausch von Glycin in Threonin) [34], welche einen Defekt des
Leptinrezeptors (LEP-R) nach sich zieht [35]. Durch diesen Defekt kann das Hormon Leptin
(LEP) nicht mehr im Hypothalamus an den dafiir vorgesehenen LEP-R binden. LEP ist
verantwortlich fiir das Hungergefiihl und den Energiehaushalt eines Individuums. Infolge der
Mutation des LEP-R in db/db Méiusen kommt es zu einem nicht reglementierten
Hungergefiihl und zu einer iiberméfigen Nahrungsaufnahme. Diese fiihrt zu einer
pathologischen Gewichtszunahme, gepaart mit Dyslipidimie und dauerhaft erhohten
Blutglukosekonzentrationen [36, 37]. Innerhalb kiirzester Zeit (sieben bis zehn Wochen nach
Geburt) entwickeln die Tiere eine signifikante Hyperglykdmie und Hyperinsulindmie, bei
gleichzeitig signifikanter Gewichtszunahme (Technisches Datenblatt bereitgestellt von
Janvier-Labs:  http://www.janvier-labs.com/tl files/ media/images/FICHE RESEARCH
MODEL DIABETIC.pdf). Im Alter von acht bis zwdlf Wochen weisen die Miuse eine
signifikante Proteinurie auf, die, wenn nicht interveniert wird, zu einer stetigen
Chronifizierung der dNP fiihrt. Mit einem Alter von 16 Wochen starteten wir die

Interventionsstudie.

2.2.2  In-vivo Interventionen

Kommerziell erworbene méannliche db/db Méause (C57BL/KSJRj-db, Janvier, France) wurden
in einem Alter von 16 Wochen zufillig einer von insgesamt fiinf Interventionsgruppen
zugeteilt: db/db Kontrollméuse (db/db C, N=10); db/db Mause mit ACEi-Therapie (Enalapril
[E], 50 mg/l per os im Trinkwasser [38], N=6); db/db Méuse mit TUDCA-Therapie (T, 150
mg/kg KG, tiglich [22], IP, N=8); db/db Miuse mit Kombinationstherapie (E+T, N=8); db/db
Maiuse mit TUDCA-Therapie und einem kommerziellen FXR-Inhibitor (Z-Guggulsteron,
CAS39025-23-5; T+Gu, cgy= 10 mg/kg KG, taglich, IP, N=7). Z-Guggulsteron wurde in 100
mM DMSO aufgeldst und in 1 % Methylzellulose verdiinnt [39]. Die anfianglichen 10 db/db
Kontrollméuse (db/db C) wurden in zwei Kontrollgruppen eingeteilt. Eine Halfte (N=5)
erhielt 100 mM DMSO verdiinnt in 1 % Methylzellulose, wéhrend die andere Hélfte (N=5)
PBS appliziert bekam. Zusétzlich verwendeten wir nicht diabetische Kontrollmiuse (db/m C,

N=6), um physiologische Vergleichsergebnisse generieren zu kénnen.
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PBS, IP, taglich ‘

16 Wochen 22 Wochen

Abbildung 1: Versuchsablauf der Interventionsstudie

Nach sechswdchiger Intervention opferten wir die Méuse. Hierzu applizierten wir 100 pl
Heparin-Natrium-Losung (Braun, 5000 I.E./ml), gefolgt von einer letalen Dosis (250 pl) eines
Anésthetikums (Ketanest [Esketaminhydrochlorid] 25 mg/ml). Nach erloschenem
Zwischenzehenreflex erfolgte die Fixierung und die oberflachliche Desinfektion der Maus.
Darauffolgend wurde von ventral eine Longitudinalinzision entlang der Mediansaggitalebene
bis unter das Peritoneum durchgefiihrt, um den Situs zu er6ffnen. Es erfolgte die Punktion
der Vena cava inferior mit anschlieBender Aspiration frischem Blutes fiir eine spéitere
Bestimmung der Angiotensin II (AT II) — Konzentration. Nachfolgend eréffneten wir den
Thorax, um per intrakardialer Injektion eine Perfusion der Organe mit eiskalter PBS zu
ermdglichen [22, 40, 41]. Die anschlieBende Resektion einer Niere erfolgte nach stattgehabter
Perfusion unter Ligation der zu- und abfiihrenden GefaB3e. Darauffolgend wurde die Niere in
ungleich groBe Teile prépariert und fiir zukiinftige Protein- und RNA-Bestimmungen
konserviert. AnschlieBend erfolgte die intrakardiale Perfusion der iibrigen Organe mittels
4-%igem Paraformaldehyd, bevor die zweite Niere unter gleichen Bedingungen entnommen
und separiert wurde, um sie darauf folgend in Paraffin einzubetten und dem Zuschnitt mittels

Mikrotom zuzufiihren.
Dieses Tierexperiment wurde mit der Zustimmung des Landesverwaltungsamtes Halle

(Sachsen-Anhalt, Deutschland, Aktenzeichen: 42502-2-1085) und unter Beriicksichtigung
aller Vorschriften und Standards durchgefiihrt.
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2.2.3 Harngewinnung und AUACR-Bestimmung

Fiir die Gewinnung eines ,,Sammelurins* wurden die Miuse, zu zwei Zeitpunkten, separat fiir
12 Stunden in metabolische Kéfige iiberfiihrt. Diese ermdglichen ein gezieltes Auffangen des
ausgeschiedenen Urins. Die erste Harngewinnung erfolgte im Alter von 16 Wochen kurz vor
Start der Interventionsstudie. Die zweite Harngewinnung erfolgte im Alter von 22 Wochen
unmittelbar nach Ende der Interventionsstudie. Zur Bestimmung der Urin-Albumin-
Konzentration wurde ein kommerziell erhiltlicher Maus Albumin ELISA (Mouse Albumin
ELISA quantification set), unter Beriicksichtigung und Einhaltung der Herstellerangaben,
verwendet. Die Kreatinin-Konzentration wurde mithilfe eines kommerziell erhiltlichen
Messsystems (X-Pand automatisierte Plattform, Siemens, Eschborn, Deutschland)
[22, 40-42], welches nach der modifizierten Jaffé-Methode arbeitet, gemessen. Durch
Division beider Werte lief sich die UACR (Urine Albumin-to-Creatinine Ratio) ermitteln.
Die Bestimmung des AUACR erfolgte durch Division des absoluten Messwertes (ng/mg) am
Ende, mit dem absoluten Messwert (ug/mg) der UACR zu Beginn der Interventionsstudie.

Durch diese Methode konnte ein direkter Vergleich fiir jede einzelne Maus erreicht werden.

2.2.4 Blutgewinnung und Bestimmung der Blutglukosekonzentration

Die Bestimmung der Blutglukosekonzentration erfolgte wochentlich, durch Punktion der
Schwanzvene und anschlieBender Messung mittels Accu-Chek Glucometer unter

Verwendung der dazugehdrigen Teststreifen.
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2.3  Histologische Analyse der Nieren

2.3.1 PAS-Férbung (Periodic Acid-Schiff)

Die angefertigten Paraffinschnitte des Nierengewebes wurden zuerst deparaffinisiert und
anschlieend rehydriert. Hierfiir wurden die Objekttréger fiir 30 Minuten bei 65°C erhitzt und
anschlieend fiir zweimal 10 Minuten in Xylol inkubiert, bevor die Rehydrierung mittels
absteigender Alkoholreihe erfolgte. Zur anschlieBenden Reinigung von eventuell anhaftenden
Xylol- oder Ethanolspuren erfolgte ein zweimaliger Waschvorgang in PBS fiir jeweils 5
Minuten. Zur Oxidation des Gewebes verwendeten wir 0,5-%ige Period-Saure fiir 5 Minuten,
um anschlieBend die Féarbung mithilfe des kommerziell erhéltlichen Schiff-Reagenz
(gebrauchsfertig, 15 Minuten) zu ermoglichen. Nach einem Waschvorgang erfolgte die
Gegenfiarbung mithilfe der kommerziell erworbenen Mayer-Hiamatoxylin-Losung
(gebrauchsfertig, 1 Minute) [40]. Zum Abschluss wurden die Objekttrager gereinigt, durch
eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert und anschlieBend mithilfe eines synthetischen

Mediums konserviert (ROTHI Histo Kit).

2.3.2 Determination der FMA (fractional mesangial area)

Fiir die Bestimmung der FMA wurden Paraffinschnitte mittels PAS-Farbung angeférbt. Bei
jedem Glomerulum wurde anfinglich ausschlieBlich die Fliche des Kapillarknéuels (rote
Umrandung in Abb. 2) erfasst [40]. AnschlieBend wurde jedes Bild einer Aufnahmeserie
mithilfe der Software ImageJ in ein dem Original am &hnlichsten erscheinendes schwarz-
weiB3-Bild iiberfiihrt. Dies geschah unter Verwendung des sogenannten Thresholdings. Beim
Thresholding wird das Bild so lange angepasst, bis es den gesuchten Farbton (in unserem Fall
die dunkelrote Flache, welche die PAS-positive Fliche beschreibt und die FMA représentiert)
adidquat determiniert. Dieser Threshold-Wert wurde fiir alle Bilder einer Aufnahmeserie
konstant gehalten, um vergleichbare Ergebnisse zu generieren. Das in Abb. 2 gezeigte
Glomerulum (links, original; rechts, schwarz-weif fiir die Bestimmung mit ImagelJ; rote Linie
umrandet das zu determinierende Kapillarknéduel) zeigt eine exemplarische Darstellung der

Aufbereitung fiir die FMA-Determination.
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Abbildung 2: FMA-Determination mittels ImageJ
Links: Dargestellt ist ein mithilfe des Thresholdings aufbereitetes Glomerulum; Rechts: Ein mithilfe der
Software ImageJ in schwarz-weif3 iiberfiihrtes Bild des linken Glomerulums fiir die Bestimmung der PAS-
positiven Fldche, welche die fractional mesangial area (FMA) reprdsentiert. Die rote Umrandung stellt das zu
determinierende Kapillarknduel dar.

2.3.3 Analysierung der glomeruldren und tubuldren Dilatation

Die Analyse der glomeruldren und tubuldren Dilatation erfolgte ebenfalls mit der Software
Imagel. Um zu garantieren, dass es sich um den maximalen Durchmesser handelt, wurden
bei benachbarten Schnitten ausschlieBlich die gro3ten Glomeruli und Tubuli bestimmt. Um
eine reprasentative Anzahl zu erhalten, wurden pro Interventionsgruppe mindestens 30

zufillig ausgewéhlte Glomeruli und Tubuli analysiert.

Alle Aufnahmen wurden mithilfe eines Olympus BX43 Mikroskops mit dazugehdriger XC30
Kamera und Software (Olympus Cell Sens Dimension 1.5 Image Software) aufgenommen.
Wihrend der Aufnahmen wurden die Helligkeits- und Kontrasteinstellungen konstant

gehalten.

2.4 Humane renale Biopsien

Humane Nierenstanzbiopsien von ausschlieBlich nierenkranken Individuen (ohne
Komorbidititen) wurden von der Gewebebank des Nationalen Centrum fiir
Tumorerkrankungen (NCT, Heidelberg, Deutschland, mit freundlicher Genehmigung von

Dr. Schwenger, Ethik-Votum 204/2004) bezogen.
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2.5  Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Um hochauflosende Bilder der glomeruldren Basalmembran (GBM) darstellen zu kénnen,
fertigten wir transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen an. Zur Verwirklichung
dieses Schrittes wurde das renale Gewebe mittels einer auf pH 7,4 gepufferten Losung,
bestehend aus 2,5-%igem Glutaraldehyd, 2,5-%igem Polyvidon 25 und 0,1 mM
Natriumcacodylat, fixiert. Nach wiederholtem Waschen in 0,1 mM Natriumcacodylat erfolgte
eine einstiindige post-Fixation in der o.g. Losung mit Zusatz von 2-%igem Osmiumtetroxid
und 1,5-%igem Kaliumferrocyanid. Es folgten ein erneutes Waschen, die Kontrastierung
mittels Uranylacetat, die Dehydrierung des Gewebes mittels aufsteigender Alkoholreihe und
die anschliefende Einbettung des Gewebes in Glycidylether-100-basiertem Resin [22].
Ultradiinnschnitte wurden mit einem Reichert Ultracut S Ultramikrotom (Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland) angefertigt. Fiir die Aufnahmen wurde ein EM 10 CR
Elektronenmikroskop der Carl Zeiss Microscopy GmbH (Oberkochen, Deutschland)
verwendet. Die Dicke der GBM wurde unter Verwendung der Software Image] bestimmt,
wobei eine GBM an 15 unterschiedlichen und gleichméBig verteilten Lokationen gemessen

wurde. Pro Interventionsgruppe wurden mindestens 30 zufallig ausgewéhlte GBM analysiert.

2.6 Angiotensin II (AT II) - Bestimmung

Blut wurde iiber die Vena cava inferior der zuvor antikoagulierten 22 Wochen alten Maus
(500 L.E. Heparin-Natrium-Losung, 10 Minuten pra-OP, IP [Braun, 5000 I.E./ml]) gewonnen
und bis zur anschlieenden Zentrifugation fachgerecht bei 4°C gelagert [43]. Nach Abschluss
der Préiparation aller Tiere erfolgte die Zentrifugation der zuvor gewonnenen Blutproben fiir
10 Minuten bei 2000 g. Hierdurch konnte eine Auftrennung in Blutplasma und zelluldre
Bestandteile erreicht werden. Die Plasmaproben wurden bis zur Analyse bei -80°C gelagert.
Die darauffolgende Konzentrationsbestimmung von AT II wurde mithilfe eines kommerziell
erhéltlichen Maus Angiotensin II ELISA (Angiotensin II EIA, Sigma Aldrich) unter
Befolgung der Herstellerinstruktionen durchgefiihrt.
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2.7  Immunfluoreszenz (IF)

In Paraffin eingebettete Gewebeschnitte wurden deparaffinisiert und rehydriert. Hierzu
wurden die Objekttriger fiir 30 Minuten bei 65°C inkubiert, anschlieBend zweimal fiir jeweils
10 Minuten in Xylol belassen und darauffolgend in einer absteigenden Alkoholreihe
rehydriert. Die Demaskierung der gesuchten Antigene (Antigen retrieval) erfolgte durch
dreiBBigminiitiges Kochen in einer Antigen unmasking solution (Vector # H-3300; 1:100).
Diese Antigen unmasking solution zeichnet sich durch einen auf Zitratpuffer basierenden pH-
Wert von 6 aus. Dieser stabile und leicht saure pH-Wert stellte fiir die von uns gesuchten
Antigene (SOCS3, DDAHI1, ATF6, CHOP) eine adiquate Demaskierung bereit und
ermoglichte so die Anfarbung der gesuchten Strukturen.

Da es sich bei dem von uns verwendeten Antikorper gegen ATF6 in Mausnieren um einen
ebenfalls aus Médusen gewonnenen Antikorper handelt, waren wir gezwungen spezielle mouse
on mouse (M.0O.M.) Reagenzien zu nutzen. Diese M.O.M. Reagenzien sind als M.O.M. Kits
kommerziell erhiltlich und wurden speziell fiir diese Gegebenheiten konzipiert. Mithilfe einer
einstiindigen Inkubation in M.O.M. blocking solution, gefolgt von einer zehnminiitigen
Inkubation in M.O.M. protein concentrate solution (Herstellerangaben), konnte eine ATF6-
Anfarbung ermoglicht werden. Die Gewebeschnitte wurden anschlieBend iiber Nacht, bei
4°C, mit Primérantikorper (ATF6, 1:50 in protein concentrate solution) benetzt und inkubiert.
Am néchsten Morgen erfolgte ein zweimaliger Waschvorgang in PBS, bevor die Objekttriager
fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur im Sekundérantikorper (TEXAS RED Anti-Maus IgG,
1:100 in protein concentrate solution) inkubiert wurden. Es folgte die Abdeckung der
Gewebeschnitte mittels Vectashield mounting medium mit DAPI
(4°,6-Diamidin-2-Phenylindol).

In Vorbereitung auf die CHOP-Anfarbung wurden die Gewebeschnitte fiir 60 Minuten in
PBST inkl. 1 % Affen-Serum (D9663, Blockpuffer) inkubiert. Die Inkubation des
Primédrantikérpers (CHOP, 1:50 in Blockpuffer) erfolgte {iber Nacht bei 4°C. Es folgte ein
zweimaliger Waschvorgang in PBS und die anschlieBende Inkubation mit dem
Sekundérantikorper (TEXAS RED Anti-Hase IgG [H+L] TI-1000, 1:100 in Blockpufter) fiir
90 Minuten bei Raumtemperatur. Fiir die Farbentwicklung wurden die Objekttrager fiir 10
Minuten in Kupfer-II-Sulfat-Losung und anschlieBend fiir 25 Minuten in 0,5-%iger Sudan
Black B Losung belassen. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte mit Vectashield
mounting medium inkl. DAPI (4°,6-Diamidin-2-Phenylindol) luftdicht verschlossen.

SOCS3 und DDAH1 Immunfluoreszenzen wurden an humanen Nierenbiopsien durchgefiihrt.

Dazu wurden die humanen Paraffinschnitte fiir eine Minute in eiskaltem Aceton fixiert,
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anschliefend fiir 10 Minuten in PBST inkubiert, bevor sie fiir 60 Minuten in 2,5-%igem
Affen-Serum (D9663, Blockpuffer) geblockt wurden. Der Primérantikorper gegen humanes
SOCS3 (1:25 in Blockpuffer) oder DDAHI (1:25 in Blockpuffer) wurde bei 4°C {iber Nacht
auf den Gewebeproben belassen. Der korrespondierende Sekundirantikérper (TEXAS RED
Anti-Hase IgG [H+L] TI-1000, 1:300 in Blockpuffer) verblieb fiir 60 Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Gewebe, bevor ein abschlieBender Waschvorgang durchgefiihrt
wurde, um die Objekttrager anschliefend mittels Vectashield mounting medium mit DAPI

(4°,6-Diamidin-2-Phenylindol) zu bedecken.

Alle Aufnahmen wurden mithilfe eines Olympus BX43 Mikroskops mit dazugehdriger XC30
Kamera und Software (Olympus Cell Sens Dimension 1.5 Image Software) aufgenommen.
Wihrend der Aufnahmen wurden die Expositionszeiten und die Belichtung mittels Laser

konstant gehalten.

2.8  Proteinisolation

Die Zelllysate wurden mithilfe des RIPA-Puffers (50 mM Tris pH 7,4, 1 % Nonidet P-40,
0.25 % Natriumdeoxycholat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM Na;VO; und
1 mM NaF + PCI) hergestellt. Mittels zehnminiitiger Zentrifugation bei 4°C und 10000 g
wurde das Zelllysat von nichtldslichem Zelldebris getrennt. Der unldsliche Detritus wurde

verworfen, bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes mittels BCA-Reagenz bestimmt

wurde [41, 42, 44, 45].

2.9  Immunoblot

Die aus der Proteinisolation gewonnenen Eiweile wurden unter Zuhilfenahme der
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach Molekiilmasse aufgetrennt. Hierzu wurden
gleiche Proteinmengen auf 10- oder 12,5-%ige SDS Polyacrylamidgele aufgetragen,
elektrophoretisch separiert und nachfolgend auf PVDF Membranen transferiert.
Die Membranen wurden anschlieBend mit dem jeweils erwiinschten Primdrantikdrper
(KIM1 [1:1000], ATF6 [1:400] oder CHOP [1:1000]) bei 4°C iiber Nacht inkubiert.
Am darauffolgenden Tag erfolgte nach dreimaligem Waschvorgang in TBST die einstiindige
Inkubation mit HRP-konjugierten Antikérpern (anti-Maus IgG [1:5000], anti-Hase IgG
[1:2000] oder anti-Ziege IgG [1:2000]) bei Raumtemperatur. Im weiteren Verlauf wurden die

Blots mit einem Chemilumineszenz-System (MicroChemi 4.2) entwickelt und digitalisiert.
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Um die verschiedenen Proteinlevel quantifizieren und miteinander vergleichen zu konnen,
wurde die Dichte jeder einzelnen Bande mithilfe der Software Imagel] gemessen. Fiir eine
adiaquate Uberpriifung der aufgetragenen Proteinmengen wurde bei dem jeweils identischen

Blot GAPDH bestimmt [22].

2.10 Nephroseq-Datenbank

Wir nutzten die Nephroseq-Datenbank (Life Technologies, Ann Arbor, MI; frither bekannt
unter dem Namen Nephromine; nephroseq.org) um humane renale Expressionsdaten zu
analysieren und zu visualisieren. Nephroseq ist eine frei zugidngliche, internetbasierte
Plattform fiir integrative Datenanalysen von Microarray-Genexpressionen speziell flir
Nierenerkrankungen [46]. Die mRNA-Expression von FXR, SOCS3 und DDAH1 wurde in
mikrodissezierten Glomeruli gesunder Individuen, innerhalb des Woroniecka-Datensets,
analysiert. Die detaillierten klinischen Charakteristika sind in der Originalarbeit beschrieben
worden [47]. Dargestellte Signifikanzen und p-Werte spiegeln Ergebnisse wider, welche bei

Abfrage der Nephroseq-Datenbank, beziiglich Uberexpression, generiert wurden.

2.11 In-vitro Experiment (Zellkulturelle Arbeit)

Fiir unser in-vitro Experiment nutzten wir drei unterschiedliche Zellreihen:
1. Humane proximale Tubulusepithelzellen (HKC-8)

2. Humane endotheliale Hybrid-Zellen (EA.hy926)

3. Humane Podozyten (h.Podo)

Humane proximale Tubulusepithelzellen (HKC-8) wurden in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Ham’s F-12 (DMEM/F12 Néhrlosung [1:1]) in Anwesenheit von 10-%igem fetalem
Kaélberserum (fetal calf serum, FCS) und 1-%igem Insulin-Transferrin-Selenium Medium
(ITS) kultiviert. Bei 37°C wurde ein Wachstum bis zu einem konfluierenden einschichtigen
Zellrasen abgewartet, bevor die Zellen trypsiniert (0,01 % Trypsin in PBS [pH 7,4] inkl. 0,54
mM EDTA und 5,5 mM Glukose) und fiir die Experimente aufgeteilt wurden [48].

Die humanen endothelialen Hybridzellen (EA.hy926) wurden in DMEM bei 37°C und einem

CO,-Gehalt in der Umgebungsluft von 7 % kultiviert. Das Kulturmedium wurde alle 3-5 Tage

gewechselt und bei Erreichen eines geschlossenen Zellrasens wurden die Zellen trypsiniert
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(0,01 % Trypsin in PBS [pH 7,4] inkl. 0,54 mM EDTA und 5,5 mM Glukose) und
anschliefend in geringerer Dichte subkultiviert [49].

Humane Podozyten (h.Podo) wurden routineméBig bei 33°C auf mit Kollagen Typ I
beschichteten Schalen kultiviert. Um die Expression eines Thermosensitiven T-Antigens zu
forcieren, wurde dem Néahrmedium zusétzlich Interferon-y (IFN-y) in einer Konzentration von
10 U/ml beigefiigt. Durch diese Bedingungen wird erreicht, dass die Zellen stark
proliferierten und undifferenziert blieben. Fiir die spitere Differenzierung der h.Podo
entzogen wir den Zellen, bei Wachstum in 37°C warmer Umgebung, das IFN-y fiir 12-14
Tage. Nach 12 Tagen Differenzierung wurden dann die Experimente durchgefiihrt. Der
Nachweis der abgelaufenen Differenzierung der h.Podo erfolgte durch die Bestimmung der

Synaptopodin- und Wilms-Tumor-1 Proteinexpression [42].

Die unterschiedlichen Zellreihen wurden nachfolgend in je eine Kontrollgruppe (C) und eine
TUDCA-Gruppe (T, 500 uM in PBS fiir 24 h) unterteilt. Die zusammengefassten Ergebnisse
erhielten wir aus mindestens drei unabhédngig voneinander wiederholten Experimenten, jedes

mit drei getrennten Replikaten.

2.12 Statistische Analyse

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the
mean) dargestellt. Die statistische Analyse wurde mittels zweiseitigem Student’schem
t-Test oder ANOVA und einer nachtraglichen Vergleichskorrektur nach der Methode von
Tukey durchgefiihrt. Mithilfe der Software GraphPad Prism 5 (www.graphpad.com) wurden
die Daten ausgewertet. Eine statistische Signifikanz wurde fiir Werte von p<0,05

angenommen, wobei *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 entspricht.
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3 Ergebnisse

3.1 FXR und FXR-abhidngige Gene werden vorrangig in Tubuluszellen exprimiert

Um einen Einblick in die potenzielle Rolle des Farnesoid-X-Rezeptors (FXR=NR1H4) fiir
den nephroprotektiven Effekt von TUDCA zu bekommen, ermittelten wir dessen renale
Expression mithilfe der Nephroseq-Datenbank (www.nephroseq.org). Basierend auf dieser
Datenbank wird FXR iiberwiegend im Tubulointerstitium exprimiert (Abb. 3). Ebenso
werden SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3) und DDAHI1 (Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase 1), zwei FXR-abhdngige Gene [50, 51], hauptsdchlich im
Tubulointerstitium exprimiert (Abb. 3).

P-value Fold Change  Gene

5.01E4 168  NRIH4

0.002 129 S0CS3 r

0.015 138 DDAH1 |_ H

Glomerull Tubulointerstitium

Abbildung 3: Nephroseq zeigt iiberwiegend tubulointerstitielle Expression von FXR, SOCS3 und DDAH1

Dargestellt ist eine Abfrage zur renalen Expression des FXR (NR1H4) und FXR-abhdngiger Gene (SOCS3,
DDAHY]) innerhalb der Nephroseq-Datenbank. Der FXR und die FXR-abhdngigen Gene SOCS3 und DDAH1
werden vorrangig im Tubulointerstitium (rot) exprimiert, wihrend im glomeruliren Kompartiment eine
verringerte Expression (blau) dieser Gene aufgezeigt wurde. Dargestellte Signifikanzen und p-Werte spiegeln
Ergebnisse wider, welche bei Abfrage der Nephroseq-Datenbank, beziiglich Uberexpression, generiert wurden.

Dartiber hinaus konnten wir SOCS3 und DDAH1 ohne Weiteres durch Immunfluoreszenz
(IF) in humanen- und Maus-Tubuluszellen nachweisen, ohne diese in glomeruldren Zellen

beider Spezies detektieren zu konnen (Abb. 4).
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Abbildung 4: Vornehmlich tubuldre Expression von SOCS3 und DDAH1 in humanen- und Mausnieren
Dargestellt sind Immunfluoreszenzen (IF) von SOCS3 und DDAHI (rot) in gesundem Nierengewebe, wobei

sich eine fast ausschliefliche Expression im tubuliren Kompartiment nachweisen liefs; blau: nukledire
Gegenfirbung mittels DAPI (4°,6-Diamidin-2-Phenylindol); weifle Kreise markieren Glomeruli; weifse Linien
entsprechen 20um.

Folglich analysierten wir humane proximale Tubulusepithelzellen (HKC-8), endotheliale
Zellen (EA.hy926) und Podozyten (h.Podo), ohne (C) und mit (T) stattgehabter TUDCA-
Therapie. Diese Analyse zeigte eine Induktion von SOCS3 und DDAHI1 ausschlieBlich in
tubuldren Zellen (Abb. 5). Diese Resultate legten nahe, dass TUDCA das tubuldre

Kompartiment mittels FXR-abhingiger Mechanismen beeinflussen kann.

OC (SOCS3) @/T (SOCS3)
OC(DDAH1)  ET (DDAHI1)
* % NsnNs  nsns

250 A

200 4
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(% Anderung)
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HKC-8 EA.hy926 h.Podo

C T C T C T
SOCS3 | " s .-

DDAHL | e il — -
(T D ——

Abbildung 5: Die SOCS3- und DDAH 1-Expression ist in-vitro ausschlieflich in HKC-8 induzierbar
Oben: Dargestellt ist die prozentuale Verdnderung der Expression von SOCS3 und DDAH1 durch TUDCA (1),
verglichen mit verschiedenen unbehandelten Kontrolizellen (C); Eine Expressionserhéhung durch TUDCA (T)
ist ausschlieflich in tubuldren Zellen (HKC-8) nachweisbar, nicht aber in endothelialen Zellen (EA.hy926)
oder Podozyten (h.Podo),; Ausgangswert (C) und verstirkte Expression nach TUDCA-Applikation (T; 500 uM;
24 h) spezifisch in  tubuliren Zellen; *p<0,05;, **p<0,01 (zweiseitiger Student’scher-t-Test);
Unten: Reprdsentative Immunoblots.
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3.2 TUDCA schiitzt das tubuldre Kompartiment in db/db Méusen via FXR

Um die in-vivo Relevanz des FXR-Agonismus durch TUDCA zu untersuchen, behandelten
wir 16 Wochen alte db/db Mause mit TUDCA (T, 150 mg/kg) in Abwesenheit (T) oder in
Kombination (T+Gu) mit dem FXR-Inhibitor Z-Guggulsteron (Gu, 10 mg/kg) [52, 53].
Zwischen den experimentellen Gruppen waren keine Unterschiede hinsichtlich der

Blutglukosekonzentrationen eruierbar (Abb. 6).
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Abbildung 6: TUDCA zeigt keine Auswirkungen auf die Blutglukosekonzentration in db/db Mdusen
Dargestellt sind Mittelwerte der Blutglukosekonzentration in db/db Mdusen ohne (db) und mit Intervention (T,

T+Gu),; Sowohl die Behandlung mit TUDCA (T), als auch TUDCA in Kombination mit Z-Guggulsteron (T+Gu)
zeigte keinen signifikanten Effekt auf die Blutglukosewerte verglichen mit denen der unbehandelten
Kontrollmduse (db),; Anzahl Mdéuse: 10 (db), 8 (T), 7 (T+Gu), ns: nicht signifikant (ANOVA).

Nach sechswochiger Intervention zeigte sich eine durch TUDCA induzierte Expression von

SOCS3 und DDAHI. Dieser Effekt wurde durch die zusétzliche Gabe von Z-Guggulsteron
(T+Gu) aufgehoben (Abb. 7).
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Abbildung 7: TUDCA induziert die Expression von SOCS3 und DDAH1 in vivo
Oben: Dargestellt ist die durch TUDCA (T) induzierte Proteinexpression (in Form der prozentualen
Verdnderung) von SOCS3 und DDAHI in Nieren von db/db Mdusen im Gegensatz zu unbehandelten
Kontrollmdusen (db) nach sechswichiger Intervention; Die zusdtzliche Gabe des FXR-Antagonisten
Z-Guggulsteron (T+Gu) verringerte die SOCS3- und DDAHI-Expression, Anzahl Mduse: 10 (db), 8 (1),
7 (T+Gu); **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA), Unten: Reprisentative Immunoblots.
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Ubereinstimmend mit den nachgewiesenen in-vitro Effekten induzierte TUDCA auch in-vivo

die SOCS3- und DDAH1-Expression spezifisch in tubuldren Zellen (Abb. 8).

SOCS3

DDAH1
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Abbildung 8: TUDCA induziert die SOCS3- und DDAH 1-Expression vorrangig in Tubuluszellen
Dargestellt sind Immunfluoreszenzen (IF), die eine durch TUDCA (T) induzierte Expression von SOCS3 und
DDAHI] (rot) in proximalen Tubuluszellen von db/db Mdusen, im Gegensatz zu unbehandelten Kontrollmdusen
(db), aufzeigt; Die zusdtzliche Gabe des FXR-Antagonisten Z-Guggulsteron (T+Gu) fiihrte zu einer
Verringerung der SOCS3- und DDAHI-Expression;, Anzahl Mduse: 10 (db), 8 (1), 7 (T+Gu);
griin: PVE (Phaseolus vulgaris erythro-agglutinin); blau: nukledre Gegenfirbung mittels DAPI
(4°,6-Diamidin-2-Phenylindol); weifle Linien entsprechen 20 um.
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Entsprechend der bekannten Induktion einer ER-Stress-Reaktion im Rahmen der diabetischen
Nephropathie (dNP) und der Funktion von TUDCA (T) als Chaperon verminderte eine
Behandlung der db/db Mause mit TUDCA (T) die Expression der ER-Stress-assoziierten
Proteine ATF6 (aktivierender Transkriptionsfaktor 6) und CHOP (C/EBP-homologes

Protein) nach sechswochiger Intervention. Dieser Effekt wurde wiederum durch die

zusdtzliche Gabe von Z-Guggulsteron (T+Gu) aufgehoben (Abb. 9).
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Abbildung 9: TUDCA reduziert die ATF6- und CHOP-Expression in Nieren von db/db Mdusen
Oben: Dargestellt ist die durch TUDCA (T) reduzierte Proteinexpression (in Form der prozentualen
Verdnderung) von ATF6 und CHOP in Nieren von db/db Mdusen im Gegensatz zu unbehandelten
Kontrollmdusen (db) nach sechswochiger Intervention, Die zusdtzliche Gabe des FXR-Antagonisten
Z-Guggulsteron (T+Gu) verringerte die ATF6- und CHOP-Expression;, Anzahl Mduse: 10 (db), 8 (1),
7 (T+Gu); *p<0,05; **p<0,01; ns: nicht signifikant (ANOVA), Unten: Reprdsentative Immunoblots.
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Bei unseren weiteren Untersuchungen konzentrierten wir uns auf einen fiir die humane dNP
ausschlaggebenden Messwert: Albuminurie. Hier konnten wir zeigen, dass TUDCA (T) die
Albuminurie (dargestellt als AUACR) innerhalb der Intervention deutlich reduzierte
(Abb. 10a), was fiir eine Protektion der Nieren der db/db Méuse spricht. Dariiber hinaus
linderte TUDCA (T) die histologisch nachweisbaren glomeruldaren Schiden, wiedergegeben
durch die Akkumulation der Extrazellularproteine (fractional mesangial area, FMA) und dem
glomeruldren Diameter (Abb. 10b-d). Wéhrend die Verbesserung der AUACR durch die
zusdtzliche Gabe des FXR-Antagonisten Z-Guggulsteron (T+Gu) teilweise aufgehoben
wurde, blieben die glomeruldren Schidden unverdndert bestehen (Abb. 10b-d). Dieses
Ergebnis deutet auf einen nephroprotektiven Effekt von TUDCA, unabhédngig von dem

Schutz der Glomeruli, hin.
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Abbildung 10: TUDCA lindert glomeruléiire Schdden FXR-unabhdngig und reduziert die AUACR durch
Bereitstellung tubuloprotektiver FXR-abhdngiger Effekte

a: Dargestellt ist die durch TUDCA (T) reduzierte AUACR nach sechswochiger Intervention in db/db Mdusen
im Gegensatz zu unbehandelten Kontrollmdusen (db); Dieser Effekt wurde durch die zusdtzliche Gabe des
FXR-Antagonisten Z-Guggulsteron (T+Gu) teilweise aufgehoben; b, c: TUDCA (T) verringerte signifikant die
Akkumulation der extrazelluliren Matrixproteine (fractional mesangial area, FMA, b) und den glomeruldren
Diameter (Glom. Diameter, c). Die zusdtzliche Gabe des FXR-Antagonisten Z-Guggulsteron (T+Gu) hebt
diesen Effekt nicht auf’ d: Dargestellt sind reprisentative histologische Nierengewebsschnitte, welche mithilfe
der PAS-Firbung angefirbt wurden. Wihrend die unbehandelten Kontrollmduse (db) sowohl eine massive
glomerulire als auch tubuldre Dilatation zeigten, vermittelte TUDCA (T) eine glomeruldre Protektion auch
unter kombinierter Gabe mit Z-Guggulsteron (T+Gu), wohingegen der tubuloprotektive Effekt bei
gleichzeitiger Gabe von Z-Guggulsteron (T+Gu) ausblieb; Pro Interventionsgruppe wurden mindestens 30
zufillig ausgewdhlte Glomeruli untersucht; Anzahl Mdéuse: 10 (db), 8 (T), 7 (T+Gu); *p<0,05, **p<0,01;
*¥*%p<0,001; ns: nicht signifikant (ANOVA); schwarze Linien entsprechen 20 um.
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Das zweite Kompartiment einer Niere, neben dem glomeruléren, ist das tubulédre. Die zuvor
von uns erhobenen Daten zeigten, dass es einen durch TUDCA (T) vermittelten FXR-
unabhingigen Mechanismus der Glomeruloprotektion gibt (Abb. 10b-d). Gleichzeitig
konnten wir jedoch eine FXR-abhidngige Reduktion der AUACR nachweisen (Abb. 10a),
welche die Hypothese eines FXR-abhidngigen Mechanismus im tubuldren Kompartiment
weiter stiitzte. Hier konnten wir zeigen, dass TUDCA (T) die tubuldre Dilatation (Abb. 10d,
11b) und die Expression des KIM1 (kidney injury molecule 1, Abb. 11a) nach sechswdchiger
Intervention signifikant reduzierte. Beide Parameter reflektieren die tubuldren Schidden in
Nieren von db/db Méusen. Diese protektiven Effekte waren in kombiniert behandelten db/db
Maiusen (T+Gu) nach sechswochiger Applikation nicht zu finden (Abb. 11), was eine FXR-
abhéngige Tubuloprotektion der Niere durch TUDCA (T) nahelegt.
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Abbildung 11: TUDCA schiitzt das tubulire Kompartiment FXR-abhdngig

a: oben: Dargestellt ist die durch TUDCA (T) reduzierte Expression von KIMI nach sechswéochiger
Intervention in db/db Mdusen im Gegensatz zu unbehandelten Kontrollmdusen (db), Dieser Effekt wurde durch
die zusdtzliche Gabe des FXR-Antagonisten Z-Guggulsteron (T+Gu) nahezu vollstindig aufgehoben,
unten: Reprisentative Immunoblots; b: TUDCA (T) verringerte signifikant den tubuliren Diameter (Tub.
Diameter), wobei durch die gleichzeitige Gabe von Z-Guggulsteron dieser tubuloprotektive Effekt aufgehoben
wurde, was dem Phénotyp der unbehandelten Kontrollmduse (db) gleichkam, Pro Interventionsgruppe wurden
mindestens 30 zufdillig ausgewdhlte Tubuli untersucht; Anzahl Mduse: 10 (db), 8 (T), 7 (T+Gu); *p<0,05;
**p<0,01; ¥***p<0,001; ns: nicht signifikant (ANOVA).
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3.3  TUDCA wirkt ergénzend zur Standardtherapie der RAASIi in db/db Mausen

Die bis hier erhobenen Daten demonstrieren, dass TUDCA (T) db/db Mause vor dNP schiitzt,
indem es FXR-unabhingig glomeruloprotektiv und zusétzlich FXR-abhangig schiitzend auf
das tubuldre Kompartiment wirkt. Da die RAAS-Inhibition (RAASi) und TUDCA (T)
scheinbar zwei unterschiedliche Pathomechanismen in der NP beeinflussen, evaluierten wir
als nédchstes, ob TUDCA (T) einen zusétzlichen Nutzen zur Standardtherapie der RAASi zur
Verfligung stellen kann. Hierzu behandelten wir 16 Wochen alte db/db Mause sechs Wochen
lang tiglich mit PBS (Kontrolle, db/db C), dem ACE-Inhibitor (ACEi) Enalapril (E),
TUDCA (T) oder mit einer Kombination aus beiden Therapien (E+T). Sowohl die beiden
Einzeltherapien (E, T), als auch die Kombinationstherapie (E+T) zeigten keinen Effekt auf
die Blutglukosekonzentration der db/db Mause (Abb. 12a). Enalapril entfaltete wie erwartet
seine normalisierende Wirkung auf die Plasmakonzentration des Vasokonstriktors

Angiotensin II (AT II), wahrend TUDCA keine signifikante Reduktion zeigte (Abb. 12b).
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Abbildung 12: TUDCA zeigt keine signifikante Beeinflussung der Blutglukosekonzentration
und der AT II-Konzentration

a: Dargestellt sind die Blutglukosekonzentrationen in allen vier Interventionsgruppen nach sechswéchiger
Therapie (alle signifikant erhoht) im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrollméusen (db/m C). Weder
Enalapril (E) oder TUDCA (T) als Einzeltherapie, noch die Kombinationstherapie (E+T) zeigten signifikante
Einfliisse auf die Blutglukosekonzentration verglichen mit unbehandelten 22 Wochen alten db/db Mdusen
(db/db C; nach sechswaichiger Intervention), b: Die Plasmakonzentration von AT II ist in unbehandelten db/db
Mdiusen (db/db C) nach sechs Wochen signifikant erhoht im Vergleich zu unbehandelten nicht-diabetischen
Kontrollmdusen (db/m C). Lediglich Enalapril, sowohl als Einzeltherapie (E), als auch in Kombination mit
TUDCA (E+T) entfaltete seine AT II-normalisierende Wirkung nach sechswéchiger Intervention in 22 Wochen
alten db/db Mdusen, verglichen mit unbehandelten gleichaltrigen db/db Mdusen (db/db C). TUDCA (T) zeigte
keine signifikante Reduktion des AT II-Plasmaspiegels; Anzahl Mduse: 6 (db/m C), 10 (db/db C), 6 (E), 8 (1),
6 (E+T); *p<0,05; ***p<0,001, ns: nicht signifikant (ANOVA).
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Als ausschlaggebenden Parameter fiir die dNP bestimmten wir zuniichst die Anderung der
Albuminurie (AUACR) nach sechswochiger Intervention. Hierbei stellten wir eine deutliche
Erhohung der AUACR der unbehandelten Kontrollmiuse (db/db C) fest, wohingegen die
Enalapril (E)- und TUDCA (T)-Gruppe die Progression der AUACR-Erh6hung signifikant
verringerte, allerdings zu keiner Reduktion, verglichen zum Ausgangswert fiihrte. Dies
vermochte nur die Kombinationstherapie (E+T) zu erreichen, womit wir einen funktionellen
Zusatznutzen von TUDCA zur Standardtherapie der RAAS-Inhibition (RAASi) aufzeigen
konnten (Abb. 13).
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Abbildung 13: TUDCA in Kombination mit Enalapril fiihrt zu einer zusdtzlichen Reduktion der AUACR
in db/db Mdusen

Dargestellt ist die AUACR (Anderung des Albumin-Kreatinin-Quotienten) nach sechswichiger Intervention.
Hierfiir wurden die im Alter von 22 Wochen (direkt nach Ende der Intervention) gemessenen UACR-Werte
(ug/mg) durch die UACR-Werte (ug/mg), welche im Alter von 16 Wochen (kurz vor Interventionsbeginn)
bestimmt wurden, dividiert. Die unbehandelten Kontrollmduse (db/db C) zeigten eine ca. 2,5-fache Erhéhung
der AUACR, verglichen mit unbehandelten nicht-diabetischen Kontrollmdusen (db/m C) nach nur sechs
Wochen. TUDCA (T) und Enalapril (E) verringerten die Erhéhung der AUACR signifikant. Die
Kombinationstherapie zeigte sogar eine signifikante Reduktion der AUACR unter eins. Dies bedeutet, dass die
UACR-Werte sich nach sechs Wochen Therapie unterhalb des Ausgangsniveaus befanden, was auf eine
teilweise Wiederherstellung der Nierenfunktion hindeutet; Anzahl Mduse: 6 (db/m C), 10 (db/db C), 6 (E), 8
(1), 6 (E+T); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: nicht signifikant (ANOVA).
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Dartiber hinaus konnten wir fiir beide Substanzen in der Einzeltherapie (E, T) eine
vergleichbare Reduktion der histologisch nachweisbaren glomeruldren Schiaden, dargestellt
durch die FMA und die glomeruldre Dilatation, beobachten, wenngleich Enalapril (E) zu einer
stirkeren Reduktion des glomeruldren Durchmessers (Glom. Diameter) flihrte
(Abb. 14a-c). Die Kombinationstherapie (E+T) resultierte in einer signifikant besseren
FMA-Reduktion (Abb. 14a), ohne einen zusétzlichen Nutzen, bezogen auf den glomeruldren
Durchmesser, erkennen zu lassen (Abb. 14b, 14c). Folglich konnte ein klinisch relevanter

Zusatznutzen, durch die Verringerung glomerulopathischer Effekte, aufgezeigt werden.
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Abbildung 14: TUDCA in Kombination mit Enalapril fiihrt zu einer signifikanten Reduktion
glomerulopathischer Effekte in db/db Mdusen

a: Dargestellt ist die Akkumulation extrazellulirer Matrixproteine (fractional mesangial area, FMA) in allen
vier Interventionsgruppen nach sechswochiger Therapie im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrollmdusen
(db/m C). Enalapril (E) und TUDCA (T) als Einzeltherapie zeigten eine signifikante Reduktion der FMA
verglichen mit unbehandelten 22 Wochen alten db/db Mdusen (db/db C; nach sechswéchiger Intervention). Die
Kombination beider Préiparate fiihrte zu einem klinisch relevanten Zusatznutzen, der zu einer FMA fiihrte,
vergleichbar mit der von unbehandelten nicht-diabetischen Kontrollmdusen (db/m C); b: Der glomeruldre
Diameter ist in unbehandelten db/db Mdusen (db/db C) nach sechs Wochen signifikant erhoht im Vergleich zu
unbehandelten nicht-diabetischen Kontrollmdusen (db/m C). Enalapril (E) fiihrte zu der stirksten Reduktion
des glomeruldren Durchmessers, wenngleich TUDCA (T) ebenfalls eine signifikante Reduktion, nach
sechswochiger Intervention, verglichen mit unbehandelten db/db Mdusen (db/db C) aufzeigte. Eine
Kombinationstherapie (E+T) zeigte keinen zusdtzlichen Nutzen bezogen auf den glomeruliren Durchmesser,
c: Dargestellt sind reprisentative histologische Nierengewebsschnitte, welche mithilfe der PAS-Firbung
angefirbt wurden. Wiihrend die unbehandelten Kontrollmduse (db/db C) sowohl eine massive glomeruldre, als
auch tubuldre Dilatation zeigten, konnte Enalapril (E) ausschlieflich zur glomeruliren Protektion beitragen
(durch Verringerung des glomeruliren Durchmessers), wihrend TUDCA (T) sowohl glomerulo- als auch
tubuloprotektive Effekte (durch Reduktion der tubuldren Dilatation [Abb. 16a]) zur Verfiigung stellte; Pro
Interventionsgruppe wurden mindestens 30 zufdllig ausgewdhlte Glomeruli untersucht; Anzahl Mduse:
6 (db/m C), 10 (db/db C), 6 (E), 8 (1), 6 (E+T); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: nicht signifikant
(ANOVA),; schwarze Linien entsprechen 20 um.
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Fiir eine ultrastrukturelle Analyse fiihrten wir transmissionselektronenmikroskopische (TEM)
Aufnahmen durch, um die Struktur und Dicke der glomeruliren Basalmembran (GBM) zu
beurteilen. Hierbei zeigte sich eine signifikant diinnere GBM sowohl durch Enalapril (E), als
auch durch die sechswochige Therapie mit TUDCA (T) (Abb. 15). Interessanterweise kam es
hier zu keinem signifikanten Zusatznutzen einer Kombinationstherapie (E+T) (Abb. 15).
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Reduktion der Albuminurie (Abb. 13) nicht nur auf
den glomeruloprotektiven Effekt von TUDCA (T) zuriickgefiihrt werden kann und es fiihrte
dazu, dass unsere Hypothese der zusétzlichen Tubuloprotektion durch TUDCA (T) weiter

gestéarkt wurde.
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Abbildung 15: TUDCA verbessert die elektronenmikroskopische Struktur der GBM in db/db Mdusen

a: Dargestellt ist die durchschnittliche Dicke der glomeruliren Basalmembran (GBM) in allen vier
Interventionsgruppen nach sechswochiger Therapie im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrollmdusen
(db/m C). Enalapril (E) und TUDCA (T) als Einzeltherapie zeigten eine signifikante Reduktion der GBM-Breite
verglichen mit unbehandelten 22 Wochen alten db/db Mdusen (db/db C; nach sechswdochiger Intervention).
Die Kombination beider Prdparate fiihrte zu keinem signifikanten Zusatznutzen; b: Dargestellt sind TEM-
Aufnahmen die eine deutliche Abnahme der GBM-Dicke in der Enalapril (E)- und TUDCA (T)-Gruppe zeigen,
verglichen mit unbehandelten db/db Kontrollmdusen (db/db C). Fiir die Kombinationstherapie (E+T) konnte
kein signifikanter Zusatznutzen nachgewiesen werden, wenngleich die Struktur (ebenso der Podozyten) der
nicht-diabetischen GBM (db/m C) am néichsten kommt, Pro Interventionsgruppe wurden mindestens 30 zufillig
ausgewdhlte GBM (mit jeweils 15 Messungen in gleichen Abstinden auf der GBM) untersucht; Anzahl Mduse:
6 (db/m C), 10 (db/db C), 6 (E), 8 (T), 6 (E+T); ***p<0,001; ns: nicht signifikant (ANOVA); schwarze Linien
entsprechen 1 um.
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Durch die bereits nachgewiesene vorwiegende Expression von FXR im Tubulointerstitium
(siehe 3.1 und 3.2) und der daraus resultierenden Tubuloprotektion durch TUDCA (T)
analysierten wir Marker der tubuldren Schiadigung. Hierbei konnten wir zeigen, dass TUDCA
(T) im Gegensatz zu Enalapril (E) in der Lage war, tubuldre Schaden, dargestellt als tubulére
Dilatation (Tub. Diameter, Abb. 14c, 16a) und KIM1-Expression (Abb. 16b), zu vermindern.
Dieser Befund stiitzt die Hypothese weiter, dass TUDCA (T) einen =zusitzlichen
nephroprotektiven Effekt zur Standardtherapie der RA AS-Inhibition (RAASI) bereitstellt und

dass dieser hauptsdchlich durch eine zusitzliche tubuldre Protektion realisiert wird.
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Abbildung 16: TUDCA reduziert, im Gegensatz zu Enalapril, tubuldre Schdiden

a: Dargestellt ist der durchschnittliche tubulire Diameter in allen vier Interventionsgruppen nach
sechswochiger Therapie im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrollméusen (db/m C). TUDCA (1) zeigte, im
Gegensatz zu Enalapril (E), eine signifikante Reduktion des tubuldren Durchmessers, verglichen mit
unbehandelten 22 Wochen alten db/db Mdusen (db/db C; nach sechswochiger Intervention). TUDCA (T)
reduzierte den tubuldren Durchmesser auf den durchschnittlichen Tubulusdurchmesser unbehandelter nicht-
diabetischer Kontrollmduse (db/m C). Die Kombination beider Prdparate fiihrte zu keinem signifikanten
Zusatznutzen; b: oben: Dargestellt ist die ausschlieflich durch TUDCA (T) reduzierte KIM1-Expression im
Nierengewebe von db/db Mdusen, nach sechswéchiger Intervention, verglichen mit unbehandelten db/db
Mdiusen (db/db C) gleichen Alters;, Auch hier zeigte die Kombination beider Prdparate keinen signifikanten
Zusatznutzen; unten: Reprisentative Immunoblots;, Pro Interventionsgruppe wurden mindestens 30 zufdillig
ausgewdhlte Tubuli untersucht; Anzahl Mduse: 6 (db/m C), 10 (db/db C), 6 (E), 8 (T), 6 (E+T); *p<0,05;
**p<0,01; ¥***p<0,001; ns: nicht signifikant (ANOVA).
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3.4 TUDCA reduziert, im Gegensatz zu Enalapril, ER-Stress in tubuldren Zellen

Um festzustellen, ob TUDCA (T) einen protektiven Effekt auf die Nierentubuli durch einen
Mechanismus, der durch Enalapril (E) nicht beeinflusst wird, vermittelt, untersuchten wir die
tubuldre und glomeruldre Expression zweier Mediatoren, die mit fehlerhaften Signalkaskaden
im ER assoziiert sind und zu sogenanntem ER-Stress fithren. Bei diesen zwei Mediatoren
handelt es sich um den aktivierenden Transkriptionsfaktor 6 (ATF6) und das C/EBP-
homologe Protein (CHOP). Beide Proteine werden bei erhohtem ER-Stress vermehrt
exprimiert [22] und sind Teil der eingangs erwidhnten UPR (unfolded protein response).
Mittels Immunoblot wiesen wir eine signifikante Reduktion der ATF6- (Abb. 17a) und
CHOP-Expression (Abb. 17b) in mit TUDCA (T) behandelten db/db Mausen nach, wihrend
wir bei Enalapril (E) als Einzelintervention keinen reduzierenden Effekt auf die Expression

dieser ER-Stress-Marker nachweisen konnten.
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Abbildung 17: TUDCA reduziert, im Gegensatz zu Enalapril, ER-Stress-Mediatoren in renalen Extrakten

a: oben: Dargestellt ist die Expression des aktivierenden Transkriptionsfaktors 6 (ATF6) renaler Extrakte in
allen vier Interventionsgruppen nach sechswochiger Therapie im Vergleich zu nicht-diabetischen
Kontrollmdusen (db/m C). TUDCA (T) zeigte im Gegensatz zu Enalapril (E) eine signifikante Reduktion der
ATF6-Expression verglichen mit unbehandelten 22 Wochen alten db/db Mdusen (db/db C; nach sechswaéchiger
Intervention). TUDCA (T) reduzierte die ATF6-Expression auf die durchschnittliche ATF6-Expression
unbehandelter nicht-diabetischer Kontrollmduse (db/m C). Die Kombination beider Priparate (E+T) fiihrte zu
keinem signifikanten Zusatznutzen,; unten: Reprdisentative Immunoblots; b: oben: Dargestellt ist die Expression
des C/EBP-homologen Proteins (CHOP) renaler Extrakte in allen vier Interventionsgruppen nach
sechswochiger Therapie im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrollmdusen (db/m C). Ausschlieflich die
sechswochige Therapie mit TUDCA (T) reduzierte die CHOP-Expression im renalen Extrakt der db/db Mduse
signifikant, verglichen mit unbehandelten db/db Mdusen (db/db C) gleichen Alters; Die Kombination beider
Priparate (E+T) fiihrte zu keinem signifikanten Zusatznutzen, wunten: Reprdsentative Immunoblots;
Anzahl Mduse: 6 (db/m C), 10 (db/db C), 6 (E), 8 (T), 6 (E+T),; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: nicht
signifikant (ANOVA).
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Fir die Bestitigung dieser Ergebnisse mit einer weiteren Methode, fertigten wir
Immunfluoreszenzen der Nierengewebe an. Hierbei konnten wir frithere Studienergebnisse
bestétigen, welche ebenfalls zeigten, dass TUDCA (T) einen reduzierenden Effekt auf die
ATF6- (Abb. 18a) und CHOP-Expression (Abb. 18b) im glomeruldren Kompartiment besitzt
[22, 54]. Dariiber hinaus konnten wir eine durch TUDCA (T) verminderte tubuldre ATF6-
und CHOP-Expression feststellen. Enalapril (E) zeigte in unserer Studie keine signifikanten
Reduktionen der ER-Stress-Marker (ATF6, CHOP) unabhidngig vom Kompartiment
(Abb. 18). Das bedeutet, dass TUDCA (T) einen zusitzlichen ER-Stress-reduzierenden Effekt
auf das tubuldre Kompartiment hat, was die zusitzliche Tubuloprotektion gegeniiber den
Schiden der dNP vermittelt haben konnte (Abb. 18). Diese Tubuloprotektion war sowohl im

Nierenmark als auch in der Nierenrinde zu beobachten (Abb. 18).
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Abbildung 18: TUDCA reduziert, im Gegenteil zu Enalapril, ER-Stress-Mediatoren im Nierenmark
und der Nierenrinde

a: Dargestellt sind Immunfluoreszenzen (IF) des aktivierenden Transkriptionsfaktors 6 (ATF6, rot) in
Nierengeweben aller vier Interventionsgruppen nach sechswichiger Therapie im Vergleich zu nicht-
diabetischen Kontrollmdusen (db/m C). TUDCA (T) zeigte im Gegensatz zu Enalapril (E) eine signifikante
Reduktion der ATF6-Expression, gleichermafien in Mark und Rinde, verglichen mit unbehandelten 22 Wochen
alten db/db Mdusen (db/db C; nach sechswichiger Intervention). TUDCA (T) reduzierte die ATF6-Expression
auf die durchschnittliche ATF6-Expression unbehandelter nicht-diabetischer Kontrollmduse (db/m C).
Die  Kombination beider Priparate (E+T) fiihrte zu keinem  signifikanten  Zusatznutzen;
b: Dargestellt ist die Expression des C/EBP-homologen Proteins (CHOP, rot) im Nierengewebe aller vier
Interventionsgruppen nach sechswochiger Therapie im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrollmdusen
(db/m C) mittels IF-Analyse. Ausschlieflich die sechswichige Therapie mit TUDCA (T) reduzierte die CHOP-
Expression im medulliren und kortikalen Nierengewebe der db/db Miuse signifikant, verglichen mit
unbehandelten db/db Mdusen (db/db C) gleichen Alters, Die Kombination beider Priparate (E+T) fiihrte zu
keinem signifikanten Zusatznutzen, Anzahl Mduse: 6 (db/m C), 10 (db/db C), 6 (E), 8 (T), 6 (E+T),
blau: nukledre Gegenfirbung mittels DAPI (4°,6-Diamidin-2-Phenylindol); weiffe Kreise markieren
Glomeruli; weifse Linien entsprechen 20 um.
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Um zu erfahren wie TUDCA (T) auf das tubuldre Kompartiment seine Wirkung vermittelt,
untersuchten wir Gewebeschnitte, der zusétzlich mit Z-Guggulsteron (T+Gu) behandelten
db/db Maiuse (siehe 3.2). Hierdurch konnten wir zeigen, dass der FXR-Antagonist
Z-Guggulsteron (Gu) den ER-Stress-lindernden Effekt von TUDCA (T) im tubuldren
Kompartiment abschwichte, wobei es keine erkennbaren Auswirkungen auf die Reduktion
der ATF6- (Abb. 19a) und CHOP-Expression (Abb. 19b) im glomeruldren Kompartiment
hatte. Diese Ergebnisse legen nahe, dass TUDCA (T) im tubuldren Kompartiment via FXR
protektiv gegeniiber den Schiden der dNP wirkt, wihrend es seine glomeruloprotektive

Wirkung hauptsidchlich FXR-unabhingig bereitstellt.

Q

ATF6

(=3

CHOP

Abbildung 19: TUDCA reduziert ER-Stress im tubuldren Kompartiment FXR-abhdngig, wihrend es im
glomeruldren Kompartiment ER-Stress-Mediatoren unabhdngig vom FXR vermindert

a: Dargestellt ist die durch TUDCA (T) reduzierte ATF6-Expression (griin) medullir und kortikal nach
sechswochiger Intervention in db/db Mdusen im Gegensatz zu unbehandelten Kontrollmdusen (db) mithilfe von
Immunfluoreszenzen (IF); Dieser Effekt wurde durch die zusdtzliche Gabe des FXR-Antagonisten
Z-Guggulsteron (T+Gu) tubulir nahezu vollstindig aufgehoben, wohingegen die glomerulire Reduktion
unberiihrt blieb; b: Dargestellt ist die durch TUDCA (T) reduzierte CHOP-Expression (rot) medulldr und
kortikal nach sechswéchiger Intervention in db/db Mdusen im Gegensatz zu unbehandelten Kontrollmdusen
(db), Dieser Effekt wurde durch die zusdtzliche Gabe des FXR-Antagonisten Z-Guggulsteron (T+Gu) tubulir
nahezu vollstindig aufgehoben, wohingegen die glomeruldre Reduktion unberiihrt blieb; Anzahl Mduse:
10 (@b), 8 (T), 7 (T+Gu); blau: nukledre Gegenfirbung mittels DAPI (4°,6-Diamidin-2-Phenylindol); weiffe
Linien entsprechen 20 um.
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4 Diskussion

Wir konnten zeigen, dass TUDCA in Verbindung mit der Standardtherapie der RAAS-
Inhibition (RAASI) einen signifikanten Zusatznutzen gegeniiber der alleinigen RAASi im
Tiermodell der diabetischen Nephropathie (dANP) vermittelt. Dariiber hinaus konnten wir
einen fiir die speziell durch TUDCA vermittelte Tubuloprotektion mitverantwortlichen
Rezeptor, den Farnesoid-X-Rezeptor (FXR), identifizieren. Weiterhin wiesen wir nach, dass
bei Inhibition des FXR der tubuloprotektive Effekt TUDCAs nahezu vollstindig aufgehoben
wird. Welche Rezeptoren fiir die Glomeruloprotektion eine entscheidende Rolle spielen, ist
bisher unbekannt und konnte Teil weiterer Experimente sein. Bisher ist bekannt, dass
TUDCA, wie auch andere Gallensdurederivate, an verschiedene Gallensdurerezeptoren
(bile acid receptors, BARs), wie z. B. dem GPCR-TGRS5 (G-protein-coupled receptor-Takeda
G-protein-coupled receptor 5) binden. Interessanterweise vermittelt GPCR-TGRS eine
schiitzende Rolle in Bezug auf die dNP [55] (Abb. 20). Fiir die weitere Identifikation der in

die Glomeruloprotektion involvierten BARs miissen zusitzliche Studien folgen.
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Abbildung 20: Hypothetisches Modell der FXR-abhdngigen und -unabhdngigen Wirkungsweise von TUDCA

Dargestellt ist ein mogliches Modell, welches den spezifischen tubuloprotektiven Effekt von TUDCA (T) via
FXR-Agonismus, durch Induktion FXR-abhdngiger Gene (SOCS3, DDAHI) und Reduktion von ER-Stress-
Mediatoren, zeigt.
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TUDCA ist in der Lage, die Expression von FXR-abhidngigen Genen, wie z. B. SOCS3 und
DDAHI1 in der dNP zu induzieren und somit zusétzlich zur protektiven Wirkung durch
Beeinflussung von ER-spezifischen Signalkaskaden, weitere Mechanismen zur Protektion
des Nierengewebes zu vermitteln. Dies erhirtet die Vermutung, dass TUDCA im Zuge der
dNP auf zusitzliche pathogene Reaktionswege mittels FXR-Agonismus Auswirkungen hat.
Es ist bekannt, dass die Uberexpression von SOCS3 die Glukose-induzierte Aktivierung des
JAK/STAT-Signalweges und die daraus resultierende Expression von STAT-abhidngigen
Genen, inklusive Wachstumsfaktoren, Chemokinen und extrazelluliren Matrixproteinen,
vermindern kann [56, 57]. In-vivo schiitzt die SOCS3-Uberexpression Ratten vor dNP [58],
was nahelegt, dass die TUDCA-FXR-vermittelte Induktion von SOCS3 zu den
nephroprotektiven Effekten von TUDCA beitrdgt. Zusédtzlich inhibiert DDAH1 ADMA
(asymmetrisches Dimethylarginin) und L-NMMA (N%-Monomethyl-L-Arginin), zwei
Inhibitoren der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS), welche ihrerseits fiir die Synthese von
Stickstoffmonoxid (NO) verantwortlich sind [59]. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Defizienz an endothelialer Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) zu einer Verschlechterung
der dNP in Maiusen fiihrte [60]. Zusétzlich wird angenommen, dass sie eine Ursache der
humanen dNP darstellt [61-63]. Die Induktion von DDAHI1 mittels der TUDCA-FXR-
abhéngigen Signalkaskade konnte einen zusdtzlichen nephroprotektiven Effekt fiir die
Therapie der dNP darstellen. BekanntermaBen fiihrt die systemische Uberexpression von

DDAHI1 zu einer Verdopplung der eNOS-Aktivitét, was wiederum zur Protektion flihrt [64].

Obgleich wir in der aktuellen Studie in-vivo Studien durchfiihrten, haben die gewidhlten
methodischen Ansétze Limitationen. So verwendeten wir den kommerziell erhiltlichen
FXR-Inhibitor Guggulsteron (Gu). Dieser Inhibitor ist nicht spezifisch genug um
ausschlieBlich und vollstindig alle FXR in den Tubuluszellen zu inhibieren. Er inhibiert auch
andere rezeptorbindende Proteine (z.B. Nuclear factor-KB) [65]. Versuche mit FXR-
Knockout-Méusen wurden bereits beschrieben und zeigten eine Beeintrdchtigung der
Urinkonzentrierung im Mausmodell [32]. Um allerdings Riickschliisse auf einen
tubulospezifischen Effekt von TUDCA zu ermoglichen, miissten FXR-loxP-Mause (locus of
X-over P1) in Kombination mit einem Tubuli-Cre-exprimierenden Mausmodell (cyclization
recombination) verwendet werden. FXR-loxP-Méuse sind derzeit nicht verfiigbar. Alternativ
konnten fiir eine suffiziente Unterdriickung der Genexpression des FXR, FXR-Knockdown-
Maiuse mithilfe des Morpholino-Oligomers [66], welches in der Molekularbiologie fiir die

Genmodifizierung Verwendung findet, hergestellt werden. Mithilfe dessen konnte die
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Spezifitit der FXR-vermittelten Nephroprotektion TUDCAs weiter validiert werden,
wenngleich auch hier keine Spezifitit auf die TUDCA-vermittelte Tubuloprotektion gegeben
ware.

Zusitzlich bleibt zu diskutieren, dass sich in bisherigen Studien widerspriichliche Daten zu
ER-Stress-reduzierenden Effekten, vermittelt durch die Inhibition des RAAS (RAASI),
finden. Wihrend einige Studien keine ER-Stress-reduzierende Wirkung durch RAASi
aufzeigten [67], was mit unseren Ergebnissen vereinbar wire, zeigten andere Studien kontrire
Ergebnisse [68]. Ein Grund fiir diese gegensitzlichen Ergebnisse konnte eine unterschiedliche
Behandlungsdauer der Versuchstiere sein.

Einen weiteren Diskussionspunkt stellen unterschiedliche Daten zu den Effekten TUDCAs
auf den Glukosemetabolismus dar. Um aufzuzeigen, dass TUDCA seine nephroprotektiven
Effekte unabhingig von einer Reduktion der Blutglukosekonzentration bereitstellt, wahlten
wir in unserer Arbeit eine Dosierung, bei der keine signifikanten Blutglukosereduktionen
nachzuweisen waren. Andere Studien zeigten bei hoheren TUDCA-Dosen (500 mg/kg KG,
téglich) eine signifikante Reduktion des Blutzuckerspiegels [69]. Dies zeigt einen weiter zu
verfolgenden Wirkungsmechanismus TUDCAs fiir die Therapie der dNP auf, da
insbesondere die strikte Blutzuckereinstellung in den frithen Stadien der dNP zu einer
Linderung fiihren kann [6]. Ebenso sollte die Dauer der Intervention Beriicksichtigung finden.
Wir fiihrten lediglich eine Kurzzeitstudie mit einer Dauer von sechs Wochen durch. Hierdurch
konnten mogliche spdtere Blutzuckerreduktionen, eventuelle Nebenwirkungen oder
Wirkungsverluste TUDCAs nicht aufgezeigt werden. Klinische Studien, die eine
abschlieBende und auf den Menschen zutreffende Beurteilung erlauben wiirden, befinden sich
noch in den Anfangen. So wird seit August 2015 in den USA (Columbia University) eine
Interventionsstudie (TUDCA, 1750 mg, tiglich vs. Placebo, NCT02218619) bei Patienten mit
Diabetes mellitus (DM) Typ 1 durchgefiihrt und abschlieBende Ergebnisse werden fiir das
Jahr 2018 erwartet. Eine klinische Studie, bei der das Outcome einer Ergénzung der
Standardtherapie durch TUDCA mit der alleinigen Gabe der RAASI verglichen wird, existiert
bisher nicht, soll aber in Kooperation mit Prof. L. Gnudi vom King’s College in London
durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine Intervention mit dem Gallensdurederivat
TUDCA in diabetischen Mausen nicht nur vor einer glomeruldren, sondern auch vor einer
tubuldren Schiadigung schiitzt. Der tubuloprotektive Effekt scheint durch den Farnesoid-X-
Rezeptor (FXR) vermittelt zu werden. Sowohl in den Glomeruli als auch in den Tubuli

vermindert TUDCA eine maladaptive ER-Stress-Reaktion, was dem schiitzenden
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Mechanismus zu Grunde liegen konnte. Da TUDCA im Mausmodell einen schiitzenden
Effekt zusdtzlich zur RAASi vermittelt, ist zu hoffen, dass die vorliegenden Daten zu

translationalen Studien fithren werden.
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5  Zusammenfassung der Ergebnisse

Der Diabetes mellitus (DM) zédhlt mit einer weltweiten Pravalenz von 422 Millionen in 2014
ohne Zweifel zu den gehduft in der westlichen Welt auftretenden Erkrankungen [2]. Die
pathologische Manifestation des DM in verschiedenen Organsystemen, darunter auch die
renale Beteiligung, erfolgt meist erst Jahrzehnte nach Krankheitsbeginn [70]. Die
resultierende diabetische Nephropathie (dNP) ist dabei fiir ca. 40 Prozent der neu
diagnostizierten Nierenerkrankungen im Endstadium verantwortlich, was bei ca. 8 Mio. an
DM erkrankten Menschen allein in Deutschland (Deutscher Gesundheitsbericht Diabetes
2010) eine betrachtliche Zahl darstellt. Die derzeitige und seit Jahren etablierte
Standardtherapie der RAAS-Inhibition (RAASi) vermochte in unserem Modell zwar die
Progression der dNP zu verringern, konnte aber bei fortgeschrittener dNP nicht zu einer
Linderung der ausgeprigten tubuldren Schiden beitragen. Wir haben in dieser Arbeit gezeigt,
dass durch eine zusétzliche Gabe des Gallensdurederivats Tauroursodeoxycholsdure
(tauroursodeoxycholic acid, TUDCA, T) ein zusétzlicher Schutz der Niere erreicht werden
kann. Wéhrend in unserem Modell, die RAASi mithilfe des ACE-Inhibitors (ACE1) Enalapril
(E) lediglich protektive Effekte auf das glomerulire Kompartiment verzeichnete, zeigte
TUDCA (T), neben einer ebenfalls nachweisbaren glomeruloprotektiven Komponente, eine
hervorragende Protektion des tubuldren Kompartiments. Dieser ,,ganzheitliche* Schutz der
Niere vor den Folgeschdden der dNP fiihrte zu einer signifikant geringeren Albuminurie, zu
einer Reduktion glomeruldrer und tubuldrer Schidden und zu einer teilweisen
Wiederherstellung der Nierenfunktion im diabetischen Mausmodell (db/db Mause). Dariiber
hinaus konnten wir einen moglichen Rezeptor identifizieren, der in den Wirkmechanismus
der TUDCA-vermittelten Tubuloprotektion eingebunden ist: der Farnesoid-X-Rezeptor
(FXR). Zusitzlich konnten wir zeigen, dass dieser Rezeptor spezifisch in tubuldren Zellen
exprimiert wird und das eine Inhibition des FXR durch den Antagonisten Z-Guggulsteron
(Gu) den tubuloprotektiven Effekt von TUDCA (T) authob. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass der ACEi Enalapril (E) und das Gallensdurederivat TUDCA (T) durch zwei voneinander
unabhingige Mechanismen eine Nephroprotektion vermitteln und das die Kombination
beider Therapien (E+T) zu einem zusitzlichen Schutz des renalen Gewebes fiihren kann. Zur
Kldrung der Frage, ob TUDCA (T) auch einen klinischen Nutzen fiir Patienten mit dNP
vermittelt, sind jetzt klinische Studien notwendig. Der Nachweis eines Nutzens von TUDCA
zusdtzlich zur Standardtherapie der RAASi konnte ein Meilenstein fiir die zukiinftige

Therapie der dNP sein.
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