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Kurzreferat: Das Y-box binding protein-1 (YB-1) stellt einen wichtigen Mediator in
Entztindungsreaktionen und Fibrosierungsprozessen dar. YB-1 beeinflusst die Tran-
skription und Translation einer Vielzahl von Genen, wie z.B. der pro-
inflammatorischen Gene RANTES/CCL5 sowie pro-fibrotischer Gene wie TGF-3. Da
der konventionelle homozygote Knockout von Ybx1 embryonal letal endet, generier-
ten wir eine Rosa26CreERT2-induzierbare Ybx1 Knockout-Maus, um den Einfluss
des Ganzkorperknockouts von YB-1 auf Zellfunktionen und Krankheitsentwicklung zu
untersuchen. Als Krankheitsmodell diente die unilaterale Ureterobstruktion (UUO),
welche eine tubulointerstitielle Entziindung und progrediente Nierenfibrose auslost.
Im UUO-Modell zeigte sich in Wildtyp-Mausen eine starke Immunzellinfiltration, wah-
rend die YB-14RosaERT2_Knockout-Mause eine signifikant geringere Infiltration von
Leukozyten aufwiesen. Weiterfihrend konnten wir 14 Tage nach UUO eine signifi-
kante Reduktion der Ablagerung von Kollagenen im Extrazellularraum nachweisen.
Zur Erweiterung unseres Verstandnisses der Entziindung und Fibrose analysierten
wir das entzindliche Mikromilieu (wie TGF-B, RANTES/CCL5) in UUO-Nieren. Alle
Fibrose-relevanten Zytokine waren im Vergleich zu Wildtypen erniedrigt. In dieser
Arbeit konnten wir zeigen, dass eine einmalige Induktion der Cre-Rekombinase aus-
reicht, um einen YB-1 Knockout zu generieren, der zu signifikanten Veranderungen
in der Immunzellinfiltration nach UUO fuhrt sowie zu weniger Kollagenablagerung

und einer Reduktion Fibrose-relevanter Zytokine.
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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Die tubulointerstitielle Nephritis

Die tubulointerstitielle Nephritis bezeichnet die Entziindung der Tubuluszellen und
des umgebenden Bindegewebes der Nieren. Diese Entzindung kann beispielsweise
die Folge akuter Schadigung durch Infektionen mit Bakterien oder Viren, sowie ne-
phrotoxischer Medikamente wie nichtsteroidale Antirheumatika sein. Chronische
Schaden werden z.B. durch Bluthochdruck oder Stoffwechselstérungen wie Diabetes
hervorgerufen.[1] Wahrend die akute tubulointerstitielle Nephritis meist durch Abset-
zen der auslosenden Noxe therapiert werden kann und die Schaden reversibel sind,
kann bei der chronischen Schadigung der Krankheitsverlauf haufig nur verlangsamt
werden. Die fortschreitende Schadigung der Niere fiihrt zum narbigen Umbau des
Bindegewebes, der Fibrose. Im Verlauf dieses Prozesses kommt es zum progredien-
ten Verlust der Nierenfunktion, der nicht mehr reversibel ist und nur durch Dialyse
oder Transplantation therapiert werden kann. Im Jahre 2017 standen in der Bundes-
republik Deutschland 7.620 Patienten auf der Warteliste fur eine Nierentransplantati-
on, wahrend nur 1.364 Patienten ein neues Organ erhielten.[2] Neben der grof3en
Diskrepanz der Anzahl von Spenderorganen zum steigenden Bedarf ist auch der so-
ziobkonomische Faktor der Dialysepflichtigkeit nicht auf3er Acht zu lassen. Jéahrlich
kostet die Dialysetherapie eines Patienten ca. 40.000 Euro, was eine erhebliche so-
ziobkonomische Bedeutung bei 80.000 dialysepflichtigen Patienten in Deutschland
hat. Die steigende Pravalenz der eingeschrénkten Nierenfunktion vor allem im stei-
genden Alter stellt eine gro3e Herausforderung fur unsere alternde Gesellschaft
dar.[3] Die Erweiterung des aktuellen Verstandnisses der Pathogenese und die Su-
che nach potentiellen medikamentdsen Targets zur Verhinderung der Krankheitspro-

gredienz ist daher wichtiger Gegenstand der Forschung.

1.2 Pathogenese der Fibrose

Unter Fibrose versteht man die krankhafte Vermehrung von Bindegewebe durch die
verstarkte Produktion extrazellularer Matrix von Bindegewebszellen. Diese Fibrosie-
rung wird angeregt durch den Entziindungsprozess der tubulointerstitiellen Nephritis,
welche die gemeinsame Endstrecke akuter sowie chronischer, zum Organversagen

fuhrender, Nierenerkrankungen darstellt.[4][5][6]
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Es handelt sich bei der Fibrosierung um einen phasenhaften Verlauf, bei dem die
verschiedenen Phasen jedoch parallel ablaufen (Abbildung 1).[7] In der ersten Phase
kommt es zur Induktion einer Entziindungsreaktion durch Schadigung des Gewebes.
Die geschadigten Zellen schitten Chemokine wie RANTES (regulated upon activati-
on, normal T cell expressed and secreted)/CCL5 und das monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1)/CCL2 aus, die Immunzellen aus dem Blutstrom anlocken, wie z.B.
Lymphozyten, dendritische Zellen oder Monozyten.[6][8] Monozyten differenzieren im
entzindlichen Milieu zu Makrophagen, welche vorhandene Pathogene oder aber ab-
gestorbene Zellbestandteile phagozytieren.[6][9] Die eingewanderten Immunzellen
produzieren pro-fibrotische Mediatoren wie TGF-B, MCP-1 oder
Wachstumsfaktoren.[10][11][12]

In der folgenden zweiten Phase kommt es zur Rekrutierung und Aktivierung von Mat-
rix-produzierenden Zellen, v.a. von Myofibroblasten.[13] Myofibroblasten stellen akti-
vierte Fibroblasten dar, die verschiedener Herkunft sein kénnen. Ortsstandige Fib-
roblasten werden durch freigesetzte Zytokine zur Proliferation und Differenzierung zu
Myofibroblasten angeregt. Myofibroblasten kénnen aber auch aus der epithelial-
mesenchymalen  Transiton (EMT) stammen, bei der  Tubuluszellen
dedifferenzieren.[14] Eine entscheidende Rolle spielt auch die Infiltration und Diffe-
renzierung von bone marrow derived cells (BMDC) wie T-Zellen, Makrophagen und
Fibrozyten.[15]

In der dritten Phase kommt es zur Produktion und Ablagerung von Extrazellularmatrix
(EZM), insbesondere Kollagen Typ | und Typ lll, im Interstitium durch die Myo-
fibroblasten. Die Vermehrung von Myofibroblasten mit Produktion von Extrazellular-
matrix stellt einen physiologischen Prozess dar, der dem Korper zur Wundheilung
dient und potentiell vollstandig reversibel ist. Entstandene extrazellulare Matrix-
proteine kénnen durch z.B. Matrixmetalloproteinasen (MMPSs) proteolytisch abgebaut
werden und dedifferenzierte Myofibroblasten in ihre Ausgangszellart redifferenzie-
ren.[16][17] Kommt es jedoch zur fehlenden Regulation dieses Wundheilungsprozes-
ses und zum Persistieren pro-fibrotischer Faktoren, folgt ein circulus vitiosus, bei
dem das funktionsfahige Gewebe der Niere immer mehr durch Narbengewebe er-
setzt wird (Phase 4).[11] Die zur Wundheilung angeregten Myofibroblasten produzie-
ren unkontrolliert Proteine der EZM mit Ablagerung von Kollagenfasern im Interstiti-
um, wobei der Abbau durch die Matrixmetalloproteinasen nicht in gleichem Mal3e

erfolgt.[18] Die entstehende Fibrose verstarkt den tubuldren Schaden mit daraus re-

2
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sultierender tubularer Atrophie. Zusatzlich kommt es zur Hypoxie des Gewebes, da
die Gefal3struktur durch die Umbauvorgénge rarefiziert.[19]. Diese Faktoren fiihren
wiederum zur Freisetzung von Chemokinen, Immunzelleinwanderung und vermehrter
Produktion von EZM durch Myofibroblasten. Der nun irreversible Fibrosierungspro-

zess fuhrt zu einer stetig sinkenden Nierenfunktion und endet im Organversagen.

O 0 y Tubuluszelle ® Makrophage

Jd Monozyt @ Myofibroblast

Extrazellularraum

o|0|0|0(0|0|0 = T-Zelle ===_ Extrazelluldre Matrix
Tubulussystem (EZM)
QP|0|0|0|0[@®|®]|] O Erythrozyt ‘ Schadigung der Niere
Phase 1: Induktion der Phase 2: Aktivierung Phase 3: Produktion Phase 4: Zerstérung
Entziindung von Matrix- von EZM der Organarchitektur

produzierenden Zellen und Funktionsverlust

¢ BN I

Clelc™clolc] BETSEEE EEETEEEE 2SS ™
e T T | ST

Abbildung 1: Pathogenese der Nierenfibrose.

Phase 1: Die tubulointerstitielle Entziindung wird induziert durch Freisetzung von Chemoki-
nen und Einwanderung von Immunzellen, wobei Monozyten zu Makrophagen differenzieren.
Phase 2: Die freigesetzten pro-inflammatorischen Mediatoren aktivieren die Differenzierung
von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Phase 3: Die Myofibroblasten produzieren Kollagenfa-
sern, welche sich im Extrazellularraum ablagern. Phase 4: Bei Fortschreiten der Ablagerung
von EZM kommt es zur Fibrose der Niere mit Atrophie der Tubuluszellen, Rarefizierung der
BlutgefaRe und progredientem Verlust der Organfunktionen.

1.3 Die Familie der Kéalteschockproteine

Die Bezeichnung als Kalteschockproteine resultiert aus der Hochregulation der Ex-
pression dieser Proteine in Bakterien als Reaktion auf niedrigere Temperaturen.[20]
Alle Proteine dieser Familie haben gemeinsam, dass sie zentral im Protein die soge-
nannte Kalteschockdoméne (cold shock domain, CSD) besitzen. Die Kalteschock-
domane des Y-box binding proteins ist evolutionar hoch konserviert. Sie ist zu Uber
90% identisch in der Aminosaureabfolge in den verschiedenen Proteinen.[21] Die

Kalteschockproteine lassen sich in drei Subfamilien aufteilen, von denen das Y-Box
3



Einleitung

binding protein-1 (YB-1), auch DNA binding protein-B (DbpB) genannt, durch seine
vielfaltigen Funktionen und seine ubiquitare Expression in allen Korperzellen die
grofdte Bedeutung aufweist. Proteine der YB-2 Familie, wie das DNA binding protein-
C treten nur in Keimzellen auf. Proteine der Familie YB-3, wie z.B. das DNA binding
protein-A (dbpA), werden hauptsachlich wahrend der Embryogenese exprimiert und
finden sich nur in wenigen Geweben des adulten Kérpers.[21] Sie werden aber nach
Stimuli wie z.B. Zellstress hochreguliert.[22]

1.4 Das Y-box binding protein-1 (YB-1)

Der Name des Y-box binding proteins stammt aus der Entdeckungsgeschichte der
Proteine, denn diese besitzen die Fahigkeit, an das sogenannte Y-Box Sequenzmo-
tiv (5-CTGATTGGCCAA-3Y) in der Promotorregion der MHC Il Gene zu binden.[23]
Das Y-box binding protein-1 (YB-1) besteht aus 324 Aminosauren und stellt den pro-
totypischen Vertreter des Y-box binding proteins dar. YB-1 besteht aus drei Doma-
nen. Der N-terminalen Domane, aufgrund des Alanin- und Prolin- Reichtums auch

A/P Domaéane genannt, der Kalteschockdomane und der C-terminalen Doméane.[24]

1 56 129 324

NLS-1 NLS-2 NLS-3

Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Y-box binding protein-1.

YB-1 besteht aus 3 Domanen, der Alanin und Prolin-reichen N-terminalen Doméane, der Kal-
teschockdoméane (CSD) und der C-terminalen Domé&ne mit abschnittsweise wechselnden
positiv und negativ geladenen Aminosauren. In Orange sind die Kernlokalisierungssequen-
zen (nuclear localization sequence, NLS) dargestellt. In Gelb dargestellt ist die C-terminale
Doméne, welche nach proteasomaler Spaltung in den Zellkern transloziert.

Die A/P Domaéne besitzt Bindungsstellen fir das Strukturprotein Aktin oder den Tran-
skriptionsfaktor p53, kann aber aufgrund seiner trans-Aktivierungsdoméne auch
selbst die Transkription aktivieren.[25][26]
Uber die Kalteschockdomane bindet YB-1 an einzelstrangige DNA und RNA und be-
sitzt dartber die Fahigkeit die Transkription und Translation einer Vielzahl von Genen
zu stimulieren oder inhibieren.[27] Bei der C-terminalen Domé&ne handelt es sich um
alternierende Regionen positiv und negativ geladener Aminosauren, in denen sich
4
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drei Kernlokalisierungssequenzen befinden, Signalsequenzen, die YB-1 flr einen
Transport in den Zellkern markieren. Unter Stressbedingungen, wie z.B. bei Infektio-
nen, kann die C-terminale Domé&ne proteasomal gespalten werden, wobei das C-
terminale Fragment in den Zellkern transloziert und dort die Funktion des full-length
YB-1 hemmt.[28] AuRRerdem befinden sich auch im C-Terminus Bindungsstellen fir
RNA und DNA sowie Interaktionsstellen fir verschiedene Proteine.[29][30]

Es ergeben sich folgende drei Mechanismen durch die YB-1 die Transkription beein-
flussen kann: (A) Durch die direkte Interaktion mit dem Y-Box Sequenzmotiv in der
Promotorregion einer Vielzahl von Genen. (B) Durch Interaktion mit anderen Tran-
skriptionsfaktoren. (C) Durch Bindung an einzelstrangige DNA in Promotorregionen
ohne Y-Box Sequenzmotiv.[24][27][31]

Neben diesen intrazellularen Wirkungen kann YB-1 auch sezerniert werden und wirkt
extrazellular u.a. chemotaktisch.[32]

YB-1 spielt eine entscheidende Rolle in der Embryogenese. Homozygote Knockout-
Tiere sind embryonal letal und versterben am Embryonaltag 18.5.[33]

1.5 Die Rolle von YB-1in der tubulointerstitiellen Fibrose

YB-1 hat Uber verschiedene Mechanismen Einfluss auf die Entstehung der tubuloin-
terstitiellen Fibrose. Es reguliert die Ausschittung von pro-inflammatorischen und
pro-fibrotischen Zytokinen, wie z.B. RANTES (regulated upon activation, normal T
cell expressed and secreted)/CCL5 und das monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1)/CCL2.[34][35][36] Diese chemotaktischen Zytokine, kurz Chemokine, sind
an der Immunantwort und Auslosung einer Entziindungsreaktion beteiligt und indu-
zieren wiederum die Synthese und Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine, wie
z.B. IL-6 oder TNFo.[37]

AuBerdem ist YB-1 ein wichtiger Mediator in der Proteinbiosynthese von extrazellula-
ren Matrixproteinen, insbesondere von Kollagenen. Es konnte gezeigt werden, dass
die Effekte des YB-1 Proteins gegensétzlich sein kbénnen, abhangig von dessen Lo-
kalisation. Die nukleare Translokation von YB-1 fuhrt z.B. zu anti-fibrotischen Effek-
ten durch Repression des Collal-Promotors bei der Transkription, wahrend zyto-
plasmatisches YB-1 durch Stabilisation der Collal-mRNA zu einer vermehrten Kol-
lagensynthese fuhrt.[38][39] Die forcierte nukledre Translokation stellt hier einen the-

rapeutischen Angriffspunkt dar. Durch die niedermolekulare Verbindung Hsc025 ist
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es moglich, eine forcierte nukleare Translokation von YB-1 zu induzieren, durch wel-
che bereits vielversprechende anti-fibrotische Effekte in verschiedenen Organsyste-
men nachgewiesen werden konnten.[38][40][41][42] Weiterhin fuhrt die nukle&re
Translokation von YB-1 auch zur Inhibierung der TGF-B/Smad-Signalwege.[43] TGF-
B stellt einen der Hauptfaktoren fir die Auslosung fibrotischer Prozesse dar u.a. Uber
die Regulation der Expression von Kollagenen. TGF-§ beeinflusst jedoch auch die
Proteolyse der Extrazellularmatrix. Werden Matrixmetalloproteinasen wie MMP2
durch TGF-p aktiviert, kommt es zur Degradation von Kollagen IV der Basalmemb-
ran, wodurch die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und Fibrose stimuliert
werden und somit das anti-fibrotische Potential der MMPs gehemmt wird.[18] Fraser
et al. konnten auch zeigen, dass eine intermediare Konzentration von zytoplasmati-
schem YB-1 fur die TGF- 1 Synthese notwendig ist.[44] Niedrige oder hohe Kon-
zentrationen von YB-1 inhibieren die Translation von TGF-p.

Einen weiteren wichtigen Faktor in der Entstehung der interstitiellen Nierenfibrose
stellt der Einfluss von YB-1 auf die Immunzellinfiltration und Differenzierung von Im-
munzellen dar. In heterozygoten YB-1 Knockout-Mausen (YB-1*") mit 50%iger YB-1
Expression konnte eine verringerte Infiltration durch Monozyten/ Makrophagen in die
Niere nach unilateraler Ureterobstruktion (UUQO), sowie eine signifikant geringere
Zahl an mRNA-Transkripten von Chemokinen wie RANTES oder MCP-1 nach
Krankheitsinduktion gezeigt werden.[36] Im Gegensatz dazu zeigte unsere Arbeits-
gruppe im zellspezifischen Knockout von YB-1 in Monozyten und Makrophagen nach
Krankheitsinduktion durch UUO eine erhéhte Immunzellinfiltration sowie gesteigerte
Expression von RANTES.[35]
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Akute und chronische Schadigungen der Nieren kénnen zur Auslésung einer tu-
bulointerstitiellen Nephritis mit anschlielRender Fibrosierung fuhren. Zur Nachahmung
dieses Prozesses im Tiermodell eignet sich die unilaterale Ureterobstruktion (UUO),
da sie zu den charakteristischen Pathomechanismen der tubulointerstitiellen Fibrose
fuhrt: interstitielle Infiltration von Immunzellen, Ausschuttung inflammatorischer und
pro-fibrotischer Zytokine, tubularer Zelltod und massive Ablagerung von Extrazellu-
l[&rmatrix.

Zuvor publizierte Arbeiten konnten zeigen, dass der heterozygote Knockout des
Ybx1-Gens im UUO-Modell zur verringerten Expression von Chemokinen, wie RAN-
TES oder MCP-1, und geringerer Immunzellinfiltration fihrte und dass YB-1 anti-
fibrotische Mediatoren reguliert. Der konditionale Knockout von YB-1 in Monozyten
und Makrophagen (YB-14ysM) zeigte hingegen eine verstarkte Immunzellinfiltration
und Fibrosierung.

Da der konventionelle Knockout von YB-1 embryonal letal ist, wurde fir die vorlie-
gende Arbeit erstmals ein induzierbarer konditionaler Knockout des Ybx1-Gens in
allen Zellen (auBer Gehirn) generiert. [33] Dafiir wurden YB-1floxffloxynd \W/TRosaERT2Cre
Mause gekreuzt, um einen durch Tamoxifengavage induzierbaren Knockout unter
dem ubiquitdren Promotor Rosa26 zu erhalten. Nach erfolgreicher Induktion des
Knockouts, soll der Einfluss des Ganzkdrper-Knockouts von YB-1 auf die tubuloin-
terstitiellen Fibrosierungsprozesse in Wildtyp- und Knockout-Mausen verglichen und

im Kontext der bereits vorliegenden Ergebnisse diskutiert werden.
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2. MATERIAL

2.1 Puffer und L6ésungen

Blockierungslosung (5%)

1 g Milchpulver, 20 ml TBST

Erythrozyten-Lysepuffer

840 mg Natriumhydrogencarbonat, 8,29
g Ammoniumchlorid, 200 ul 0,5 M EDTA,
ad 1000 ml dH20

FACS-Puffer

50 ml PBS(20x), 50 ml FCS, 5 g BSA, ad
1000 ml dH20

Laufpuffer (10x) 144 g Glycin, 30 g Tris, ,10 g SDS, ad
1000 ml dH20, adjust pH 8,6

Methacarn 600 ml Methanol, 300 ml Chloroform
100 ml Eisessig

PBS (20x) 160 g Natriumchlorid, 4 g Kaliumchlorid,

28,8 g Dinatriumhydrogenphospat, 4,8 g
Kaliumdihydrogenphosphat, ad 1000 ml
dH20

RIPA-Zelllysepuffer

50 mM Tris-HCI, adjust pH 7,5, 150 mM
NaCl, 1 % Nonidet P-40 (NP40), 0,5 %
Natrium-Desoxycholat, 0,1 % SDS, Pro-
tease Inhibitor Cocktail ‘cOmplete™’,

Phosphatase Inhibitor Cocktail

Resolving Buffer

90,86 g Tris, ad 500 ml dH20, adjust pH
8,8

Sample Buffer (2x)

2,4 ml dH20, 2,4 ml Stacking Buffer, 2,0
ml Glycerol, 2,0 ml SDS, 200 pl
Bromphenolblau, 40ul 0,5 M EDTA, 1,0

ml B-Mercaptoethanol

Stacking Buffer

30,29 g Tris, ad 500 ml dH20, adjust pH
6,8

TBE- Puffer (10x)

107,8 g Tris, 55 g Borsaure, 7,4 g EDTA,
ad 1000 ml dH20, adjust pH 8,3
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TBS 50 ml 1 M Tris (pH 8.0), 60 ml 5 M NaCl,
ad 2000 ml dH20

TBST 50 ml 1 M Tris (pH 8.0), 60 ml 5 M NaCl,
8 ml 25% Tween, ad 2000 ml dH20

Transferpuffer 6 g Tris, 28,8 g Glycin, 400 ml Methanol
(20 %), ad 2000 ml dH20, adjust pH 8,2

Verdaupuffer 10 mg BSA, 200 ul DNAse I, 200 pl Col-
lagenase D, ad 10 ml RPMI

2.2 Gerate

7500 Fast Real Time PCR System

Life Technologies (Austin, USA)

-80 °C Forma™ Ultratiefkihlschrank

Thermo Scientific (Waltham, USA)

Advanced Fluorescence Imager

Intas (Goéttingen)

Advia®2120i Hamatologie- System

Siemens Healthcare (Erlangen)

Biorad-Gelelektrophorese System

Bio-Rad (Hercules, USA)

E.AS.Y RH

Herolab (Wiesloch)

FACS Canto Il

BD Biosciences (San Diego, USA)

Flex Cycler

Analytik Jena (Jena)

HistoCore Arcadia H

Leica Microsystems (Wetzlar)

Kafige

Tecniplast (Hohenpeif3enberg)

Kryostat CM3050

Leica Microsystems (Wetzlar)

Kihl- und Gefrierkombination (4 °C,
-20 °C)

Liebherr (Bulle, Schweiz)

Microplate Reader Infinite®200 PRO

Tecan (Méannedorf, Schweiz)

Mikroskop DM6000 B mit Kamera
DFC420

Leica Microsystems (Wetzlar)

Operationsbesteck

Vedena® (Braak)

Pipetten

Eppendorf (Hamburg)

Pipetus Pipettierhilfe

Hirschmann Laborgeréte (Eberstadt)

PowerPac™ HV

Bio-Rad (Hercules, USA)

Rotationsmikrotom RM2135

Leica Microsystems (Wetzlar)

ScanDrop®

Analytik Jena (Jena)

ThermoMixer® Comfort

Eppendorf (Hamburg)
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Tischzentrifuge 5417R

Eppendorf (Hamburg)

Tissue Ruptor®

Qiagen (Hilden)

Waage Acculab Atilon

Waagen-Kissling (Rimbach)

Warmeplatte Hi1220

Leica Microsystems (Wetzlar)

Zentrifuge 4-16k

2.3 Verbrauchsmaterialien
Cell Strainer (40 pm, 70 pm)

Sigma (Newton, UK)

Falcon (Corning, USA)

Deckglaser

Thermo Scientific (Waltham, USA)

Einbettkassetten

Roth (Karlsruhe)

Einwegskalpell

Feather (Osaka, Japan)

Flow Cytometry Tubes

Sarstedt (NUmbrecht)

MicroAmp™ selbsthaftende Folien

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Nahtmaterial Perma-Hand Seide 4-0

Ethicon (Somerville, USA)

Objekttrager Superfrost Plus

Menzel GmbH (Braunschweig)

Omnifix®-F Einmalspritzen

Braun (Melsungen)

Parafilm ,M“

Bemis (Neenah, USA)

Pipettenspitzen epT.l.P.S

Eppendorf (Hamburg)

Pipettenspitzen Safe Seal-Tips®

Biozym (Hessisch Oldendorf)

ReaktionsgefalRe SafeSeal

Sarstedt (NUmbrecht)

Reaktionsplatte 96-Well RNase frei

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Roti®-0,45 pum Nitrocellulosemembran

Roth (Karlsruhe)

Rotilabo®-Blottingpapier

Roth (Karlsruhe)

Serologische Pipetten

TPP (Trasadingen, Schweiz)

Sterican®100 Einmal-Dentalkantlen

Braun (Melsungen)

V-bottom Platte

2.4 Chemikalien
Acryl/Bisacrylamid 30 %

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Serva (Heidelberg)

Agarose Standard

Roth (Karlsruhe)

Ammoniumchlorid

Sigma-Aldrich (Seelze)

Ammoniumpersulfat

Roth (Karlsruhe)
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Betaisodona

Mundipharma (Limburg)

B-Mercaptoethanol

Roth (Karlsruhe)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Roth (Karlsruhe)

Borsaure

Roth (Karlsruhe)

Bromphenolblau

Merck (Darmstadt)

Chloroform

Sigma (St. Louis, USA)

Collagenase D

Roche (Mannheim)

cOmplete™, Mini Protease Inhibitor
Cocktall

Roche (Mannheim)

DEPC

Roth (Karlsruhe)

Dinatriumhydrogenphospat

Merck (Darmstadt)

Direct Red 80

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

DNAse Roche (Mannheim)
DNA Stain G Serva (Heidelberg)
Eisessig Roth (Karlsruhe)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Ethanol, absolut

Fischar GmbH& Co.KG (Saarbriicken)

Fetales Kalberserum (FCS)

Life Technologies (Darmstadt)

Glyzerol

Roth (Karlsruhe)

Glyzin

Roth (Karlsruhe)

Hamalaunlosung (sauer nach Mayer)

Roth (Karlsruhe)

Hamatoxylin- Loésung Gill Nr.3

Sigma (St. Louis, USA)

Isopropanol

Roth (Karlsruhe)

Kaliumchlorid

Roth (Karlsruhe)

Kaliumdihydrogenphosphat

Roth (Karlsruhe)

Milchpulver

Roth (Karlsruhe)

Methanol absolut

Roth (Karlsruhe)

Natriumchlorid

Roth (Karlsruhe)

Natriumchlorid 0,9 % Ldsung

Diprom (Hamburg)

Natriumhydrogencarbonat

AppliChem (Darmstadt)

Paraffin AppliChem (Darmstadt)
Paraformaldehyd Roth (Karlsruhe)
Perjodsaure Dr. K. Hollborn & Sohne (Leipzig)
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Phosphate Buffered Saline (PBS)

Life Technologies (Darmstadt)

Phos-Stop

Roche (Mannheim)

Pikrinséure 1,2 % wassrig (gesattigt)

Dr. K. Hollborn & Séhne (Leipzig)

Proteinase K

Roche (Mannheim)

Roticlear® (Xylolersatz)

Roth (Karlsruhe)

Roti®-Mount

Roth (Karlsruhe)

RPMI

Gibco by Life Technologies

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Carl Roth (Karlsruhe)

Tissue Tek ® O.C.T. ™

Sakura Finetek

TEMED Roth (Karlsruhe)
TRIS Roth (Karlsruhe)
Trizol Life Technologies (Darmstadt)

Tween-20 (25%)

2.5 Medikamente
Clin Oleic 20 %

Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA)

Baxter (Deerfield, USA)

Ketavet®

Pfizer (Berlin)

Rimadyl®

Pfizer (Berlin)

Rompun Injektionslésung 2%

Bayer (Leverkusen)

Tamoxifen (Tabl, 30 mg)

2.6 Reaktionskits
DC™ Protein Assay

Ratiopharm

BIO-RAD (Hercules, USA)

DirectPCR® Lysis Reagent Tall

Peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen)

DreamTaq Green MM 2x

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

GeneRuler 100bp DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Gene Ruler 1kp Plus DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

NucleoSpin® Tissue

Macherey-Nagel (Berlin)
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PageRuler Prestained Plus

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Pierce™ ECL Western Blotting Sub-

strate

Thermo Scientific (Rockford, USA)

RevertAid First Strand cDNA Synthesis | Thermo Fisher Scientific (Waltham,

Kit

USA)

TagMan®Fast Universal PCR Master

Mix(2x)

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Transcription Factor Buffer Set

2.7 Primer und Sonden

BD Biosciences (San Diego, USA)

2.7.1 Polymerase-Kettenreaktion

Alle Primer wurden vor Verwendung in nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentra-
tion von 10 uM verdinnt.

Primer
PCR Name Sequenz (5’ zu 3’)
Flox Primer 4954 133 (fwd) GCCTAAGGATAGTGAAGTTTCTGG
Primer 4954 134 (rev) CCTAGCACACCTTAATCTACAGCC
Cre Cre-1 (fwd) GCCTGCATTACCGGTCGATGCAACGA
Cre-2 (rev) GTGGCAGATGGCGCGGCAACACCATT
WT R26Nhe (fwd) CTGTGGACAGAGGAGCCATAACTGC
R26Nhe (rev) CCACCACTGGCTGGCTAAACTCT
YB-1 KO | Primer 4954 133 (fwd) GCCTAAGGATAGTGAAGTTTCTGG
Ybx1 Intron3 flox distal ACACTCCCAGTCCCAGTGAAAA
(rev)
KIM-1 KIMI (fwd) TTGGCTGGGGGCCGGGCTGCTGGCTCC
CCCTCTCCGAGAGGCAGGGTTCCTCCCA
GCTCTCCAT
KIMII (rev) TTGGCTGGGGGCCGGGCTGCTGGCTCC
CCCTCTCCGAGAGGCAGGGTTCCTCAC
B-Actin | B-Actin (fwd) AGAGAGGTATCCTGACCCTGAAGT

B-Actin (rev)

CACGCAGCTCATTGTAGAAGGTGT
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2.7.2 Gene expression assays

Gen

Sondenidentifikation

Hersteller

RN18S (18S)

MmO03928990 g1

Thermo Fisher

COL1A1 (Kollagen 1)

MmO00801666_g1

Thermo Fisher

COL3AL1 (Kollagen 3)

Mm01254476_m1l

Thermo Fisher

CCL2 (MCP-1)

MmO00441242_m1l

Thermo Fisher

MMP2 (MMP-2)

MmO00439498 m1

Thermo Fisher

CCL5 (RANTES)

MmO013202427_m1

Thermo Fisher

TGFB1 (TGF-B)

MmO01178820_m1

Thermo Fisher

2.8 Antikorper

Fur die Immundetektion verwendete Priméarantikorper:

Antigen Spezies verdin- Hersteller Bestellnr.
nung
Primar- YB-1 c-term | rabbit 1:10000 Eurogentec EP085177
antikorper | GAPDH goat 1:5000 Santa Cruz sc-20357
Sekundar- | Rabbit IgG | goat 1:10000 Southern Biotech | 4050-05
antikorper | Goat IgG donkey | 1:5000 Jackson Immuno | 705-035-
Research 147
Fur die Durchflusszytometrie verwendete Antikorper:
Antikdrper Verdinnung | Hersteller Bestellnr.
CD45- PE 1:100 BD Bioscience 553081
CD3e- APC 1:100 eBioscience 17-0031
Oberflachen- | F4/80- PB 1:100 eBioscience 48-4801
Antikérper | CD11b- APC/Cy7 | 1:100 BioLegend 101226
Gr-1- 1:100 BioLegend 108428
PerCP/Cy5.5
Intrazellularer | YB-1 c-term 1:100 Eurogentec EP085177
Antikorper
Sekundarer GAR IgG FITC 1.167 Dianova, Jackson | 111-096-
Antikorper Immuno Research | 144
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2.9 Software

Name Version Hersteller

7500 Fast Real-Time 2.0.6 Applied Biosystems (Darmstadt)

PCR

Easywin32 2809412 Herolab (Wiesloch)

EndNote X8 Clarivate Analytics (Boston, USA)

FACS Diva Software 6.1.3 BD Biosciences (Heidelberg)

FlowJo 9 FlowJo, LLC (Ashland, USA)

Graph Pad Prism 6 GraphPad Software, Inc

ImageJ 1.45s National Institutes of Health (Bethesda,
USA)

Labimage 1D Kapelan Bio-Imaging GmbH (Leipzig)

Leica Application Suite | 3.08.2000 Leica (Wetzlar)

Magellan 6.06 Tecan Group (Mannedorf, Schweiz)

Microsoft Office 2013

14.0.7177.500

Microsoft Corporation (Redmond, USA)
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3. METHODEN
3.1 Tierexperimentelle Methodik

3.1.1 Das Cre/loxP-System

Der homozygote Knockout von YB-1 fuhrt zum Versterben der Embryonen in utero
am Embryonaltag 18,5.[33] Da sich in YB-1 heterozygoten Mausen nach Krankheits-
induktion mittels unilateraler Ureterobstruktion eine verringerte Immunzellinfiltration
zeigte, war es notwendig, zur Untersuchung des Einflusses des homozygoten YB-1
Knockouts einen konditionalen Knockout zu generieren.[36] Dafir wurde das
Cre/loxP- System genutzt. Bei dieser Methode kdnnen Gene gezielt markiert und
dann durch eine Rekombinase entfernt werden.

Das Ybx-1-Gen umfasst einen Genabschnitt von 8 Exonen auf dem Chromosom 4.
Das Ziel-Exon 3, welches entfernt werden soll, wird mittels sogenannter loxP-DNA-
Sequenzen flankiert (,gefloxt’). Der entstandene Mausstamm wird als YB-1floxflox he-
zeichnet. Um einen durch Tamoxifen induzierbaren Knockout von YB-1 in allen Kor-
perzellen zu erzeugen, wurde ein Fusionsprotein der induzierbaren Cre-
Rekombinase und des Ostrogenrezeptors T2 an den ubiquitar exprimierten Rosa26-
Promotor gekoppelt. Der entstandene Mausstamm wird als WTAR0saERT2 hezeichnet.
Durch Kreuzung von YB-1flox/flox ynd \WTRosaERT2Cre Mgusen erhalt man Tiere, die so-
wohl fur das flox- als auch fur das Cre-Allel homozygot sind.

Vor Aktivierung der Cre-Rekombinase durch Tamoxifen bzw. den aktiven Metaboliten
4-Hydroxytamoxifen (4-OH TM), befindet sich das Fusionsprotein aus inaktiver Cre-
Rekombinase und dem Ostrogenrezeptor T2 (ERT2) im Zytoplasma, gebunden an
das Hitzeschockprotein Hsp90. Nach Tamoxifenapplikation |6st sich diese Bindung
auf, der Ostrogenrezeptormodulator 4-OH TM bindet an den ERT2 und der Komplex
aus 4-OH TM, ERT2 und aktivierter Rekombinase wandert in den Zellkern, wo die
Rekombination in den loxP-DNA Sequenzen erfolgt.[45] Durch die Rekombination in
den loxP-DNA Sequenzen kommt es zur Deletion des ,gefloxten® DNA Abschnittes,
respektive des Exons 3. Daraus folgt eine ,loss of function®- Mutation, mit Deletion
der DNA-Bindedoméne der Kalteschockdoméne und eine Verschiebung des Lese-
rasters in den folgenden Exonen 4 bis 8, sodass die Translation nicht stattfinden
kann. Als Kontrolltiere dienten die YB-1foXflox-Mause (C57BL/6N Hintergrund, Ta-
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conic) und die WTRosaERT2.Mause (C57BL/6J Hintergrund, Jackson Laboratories).

Von nun an werden diese Mausstdmme als Wildtypen bezeichnet.

Gen Ybx1

Einbringen des Vektors

Konditionales
KO-Allel

1 2 3 4 5 6 7 8
Cre-Rekombination nach
ROSA26 Tamoxifengavage

Konstitutives KO-Allel % V)

n [l \%

Rekombination) Z 24

1 4 5 6 8

: Verschiebung des Leserasters .
. Kodierendes Exon (frameshift) ’ loxP site
l Gefloxtes Ziel-Exon 7] Untranslatierte Region Cre-Rekombinase mit
% Ostrogenrezeptor (ERT2)

Abbildung 3: Generierung eines konditionalen induzierbaren Ybx1-Ganzké6rper-
Knockout Mausmodells.

Durch Einbringen eines Vektors wird das kodierende Exon 3 des Ybx1-Gens durch zwei
loxP-DNA-Sequenzen markiert (,gefloxt). Das Fusionsprotein aus der inaktiven Cre-
Rekombinase und Ostrogenrezeptor ERT2 unter der Kontrolle des ubiquitiren ROSA26
Promotors wird durch Tamoxifengavage aktiviert und schneidet an den loxP-DNA-
Sequenzen. Das Exon 3 wird entfernt und durch die Verschiebung im Leseraster bleibt die
Proteinbiosynthese des Volllangen YB-1 Proteins aus. Somit entsteht ein ,Ganzkdrper-
knockout® fur YB-1 Protein (bis auf Gehirn, da hier das Tamoxifen nicht in ausreichender
Konzentration vorliegt).

3.1.2 Tierhaltung

Die Tiere wurden im zentralen Tierhaus der Medizinischen Fakultat der Otto-von-
Guericke Universitat gehalten und gezichtet. Die Zucht erfolgte dabei nach den Kiri-
terien des spezifisch pathogenfreien Systems (specific-pathogen-free, SPF) in ge-
schlossener, steriler Haltung. Die Versuchstiere wurden in Typ-ll Kafigen der Firma
Tecniplast entsprechend des konventionellen Systems gehalten. Der Boden der Ka-
fige war mit Weichholzgranulat bedeckt und die Tiere hatten ad libitum Zugang zu
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pelletiertem Standardfutter und frischem Leitungswasser. Die Anzahl der Tiere betrug
pro Versuchskafig eins bis funf Tiere gleichen Geschlechts beziehungsweise in den
Zuchtkafigen ein Mannchen und zwei Weibchen. Der Gesundheitszustand der Tiere
entsprach den FELASA Richtlinien (Federation of European Laboratory Animal Sci-
ence Association). Die Haltung aller Tiere erfolgte in klimatisierten Raumen bei Tem-
peraturen zwischen 21-22 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 £ 5 % und im
zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus. Alle hier aufgefiihrten Tierexperimente wurden
im Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz (TierSchG) durchgefihrt und durch
das Land Sachsen-Anhalt genehmigt (AZ UniMD 42502-2-1213).

3.1.3 Induktion des Knockout durch Tamoxifengavage

Die Verabreichung des Tamoxifens erfolgte an 8 - 10 Wochen alten Tieren beiden
Geschlechts intragastral durch Gavage. Tamoxifen-Tabletten wurden gemérsert und
Uber Nacht in ClinOleic gelost (2 mg Tamoxifen/ 200 ul ClinOleic) und 200 pl/Maus
mittels einer 1 ml Spritze mit gekurztem Ureterkatheter verabreicht. Somit konnte

sichergestellt werden, dass alle Tiere die gleiche Menge an Tamoxifen erhielten.

3.1.4 Blutbildanalyse

Die Blutentnahme erfolgte am lebenden Tier aus der Vena facialis. Bei Aufarbeitung
der Tiere zur Organentnahme erfolgte die finale Blutentnahme aus dem Herzen. Die
Blutproben wurden durch Citrat ungerinnbar gemacht und in Aqua dest. verdinnt.
Die Analyse erfolgte mittels des Advia®2120i Automaten im hdmatologischen Spezi-
allabor der Universitatsklinik fur Hamatologie und Onkologie Magdeburg.

3.1.5 Unilaterale Ureterobstruktion (UUO)

Die unilaterale Ureterobstruktion (UUO) wurde an 12 - 14 Wochen alten Tieren bei-
den Geschlechts durchgefuhrt. Vor der Operation wurden die Tiere gewogen und
100 pl pro 20 g Koérpergewicht des Anasthetikums, bestehend aus 5 % Rompun
(1,36 mg/ kg KG) und 20 % Ketavet (100 mg/ kg KG), gemischt in 0,9 % Natriumchlo-
rid, intraperitoneal injiziert. Nach Eintritt der Narkose wurde die linke Flanke rasiert
und grof3flachig mit Betaisodona desinfiziert. Nach dem Hautschnitt wurde das Peri-
toneum durch einen kleinen Schnitt er6ffnet und die linke Niere im Retroperitoneum

aus dem umgebenden Fettgewebe freiprapariert. Nun wurde der linke Harnleiter pro-
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ximal und distal mittels Nahtmaterial ligiert. Die Niere wurde nun in das Retroperi-
toneum zurtckverlagert und das Peritoneum und die Haut genaht. Fur die Dauer der
Narkose wurden alle Arbeitsschritte unter der Warmelampe ausgeftihrt, um das Aus-
kuhlen der Tiere zu verhindern. Sobald die Tiere aus der Narkose erwachten, erfolgte
die Analgesie durch intraperitoneale Injektion von Carprofen (Rimadyl®) alle 24
Stunden. Die Tiere wurden Uber 72 Stunden beziglich Wundheilung und moglicher
schmerzbedingter Verhaltensauffalligkeiten kontrolliert.

3.1.6 Organentnahme

Die Organentnahme erfolgte nach inhalativer Narkotisierung der Tiere durch Isofluran
und anschliel3ender zervikaler Dislokation. Die makroskopisch sichtbare Hydroneph-
rose der obstruierten Niere wurde als Indikator fir eine erfolgreiche Operation ge-
nutzt. Die enthommenen Organe wurden geteilt und entsprechend der geplanten Un-
tersuchungen aufbereitet. Fir molekularbiologische Methoden wurden die Gewebe in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert, fir die histologischen
Methoden wurden die Proben tber Nacht bei 4 °C in Methacarn fixiert und am néachs-
ten Tag in Paraffin eingebettet. Fir die Durchflusszytometrie wurden die Proben in

RPMI-Puffer bis zur Aufarbeitung auf Eis gelagert.

A

Abbildung 4: Makroskopische Veranderungen nach unilateraler Ureterobstruk-
tion nach 6 Tagen.

Die kontralaterale Niere (links) zeigt die typische Form und Farbe einer gesunden Niere,
wahrend sich die obstruierte Niere vergroRert und abgeblasst darstellt (rechts).
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde verwendet, um die Mausstamme bezuglich der

fur die Rekombination mittels Cre/loxP-System notwendigen Genotypen zu untersu-

chen. Fir die Lyse wurde ein ca. 0,5 cm langes Stiick Schwanzspitze mit 200 ul Di-
rectPCR® Tail Lysepuffer und 50 pg Proteinase K Uber Nacht bei 55 °C inkubiert.

Nach Inaktivierung der Proteinase K bei 96 °C fur 10 Minuten erfolgte die Abzentrifu-

gation nicht-lysierter Gewebeteile fur finf Minuten bei 14000 rpm. Der Uberstand

wurde in ein neues Reaktionsgefald Gberfuhrt und fir die anschlieende PCR ver-

wendet. Zur vollstandigen Genotypisierung der Maus wurden drei PCR-Ansétze be-

notigt.
Die PCR-Reaktionsansatze wurden wie folgt vorbereitet:

Flox-PCR

DreamTaqg Green PCR Mastermix (2x)
Aqua dest.

Primer 4954 133 (fwd)

Primer 4954_134 (rev)

DNA

Cre-PCR und WT-PCR

DreamTag Green PCR Mastermix (2x)
Aqua dest.

Primer Cre-1 (fwd) bzw. R26Nhe (fwd)
Primer Cre-2 (rev) bzw. R26Nhe (rev)

DNA

10 pl
6 ul
1l
1l
2 ul

10 pl
8 ul
0,5 ul
0,5 ul
1l

Bei jedem PCR-Ansatz wurden Positiv- und Negativkontrollen mitgefuhrt. Dazu wur-

de die Probe eines zuvor positiv fir dieses Gen getesteten Tieres verwendet, bzw.

anstelle von DNA Aqua dest. dem Reaktionsansatz zugefiigt. Die PCR erfolgte im

FlexCycler nach den unten aufgefiihrten Programmen:
PCR Programm Flox-PCR:
5 min bei 95 °C

35 Zyklen bei 95 °C fur 30 s, 60 °C fur 30 s, 72 °C fur 60 s

10 min bei 72 °C
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PCR Programm Cre-PCR:
5 min bei 94 °C
35 Zyklen bei 94 °C fur 30 s, 67 °C fur 30 s, 72 °C fur 2 min
7 min bei 72 °C

PCR Programm WT-PCR:
5 min bei 94 °C
45 Zyklen bei 94 °C fur 30 s, 15 Zyklen bei je 61 °C, 58 °C, 55 °C fir
30 s, 45 Zyklen bei 72 °C flr 2 min
7 min bei 72 °C

Fur den Nachweis der erfolgreichen Rekombination nach Aktivierung der Cre-
Rekombinase wurde eine weitere PCR durchgefiihrt, durch die der GréfRRenunter-
schied im Ybx1 Gen nach Rekombination dargestellt werden konnte. Die DNA der
verschiedenen Gewebe wurde hierfir mittels des NucleoSpin®Tissue Kit der Firma
Macherey-Nagel laut Herstellerangaben isoliert. Dafiir wurden zunéchst ca. 20 mg je
Gewebe mechanisch zerkleinert. Ausnahmen stellten die Schwanzspitzen, das Kno-
chenmark und die Lymphknoten dar. Es wurden ein ca. 0,5 cm langes Schwanzstiick
genutzt, das Knochenmark aus beiden Femora und je zwei axillare und zwei inguina-
le Lymphknoten. Das Knochenmark wurde nach dem unter Punkt 3.3.5 beschriebe-
nen Protokoll isoliert, allerdings nach der Erythrozytenlyse mit PBS gewaschen und
dann fur die DNA-Isolation genutzt. Nach der mechanischen Zerkleinerung der Orga-
ne erfolgte die Lyse, bevor die DNA mit Ethanol prazipitiert wurde. AnschlieRend
wurde die DNA auf die NucleoSpin® Saule Ubertragen, zweifach gewaschen und in
100 pl Elutionspuffer eluiert.

Der PCR-Reaktionsansatz wurde wie folgt vorbereitet:

YB-1 KO PCR

DreamTag Green PCR Mastermix (2x) 10 pl
Aqua dest. 6 ul
Primer 4954 _133 (fwd) 1u
Primer Ybx1 Intron3 flox distal (rev) 1l
DNA 2 pl
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Die PCR erfolgte im FlexCycler nach folgendem Programm:

PCR Programm YB-1 KO PCR:
5 min bei 95 °C
30 Zyklen bei 95 °C fur 30 s, 58 °C fur 30 s, 72 °C fur 3 min
10 min bei 72 °C

Die KIM-1 Expression wurde in Proben aus Nierengewebe gesunder und UUO-
operierter Nieren untersucht. Hierzu erfolgte die RNA-Isolation und Herstellung der
cDNA wie unter 3.2.3 und 3.2.4 beschrieben.

Der PCR-Reaktionsansatz wurde wie folgt vorbereitet:

KIM-1 PCR

DreamTag Green PCR Mastermix (2x) 10 pl
Aqua dest. 6 pl
Primer KIMI 1l
Primer KIMII 1l
DNA 2 pl

Die PCR erfolgte im FlexCycler nach folgendem Programm:

PCR Programm KIM-1-PCR:
3 min bei 95 °C
30 Zyklen bei 95 °C fiir 30 s, 50,5 °C fir 30 s, 72 °C fur 1 min
10 min bei 72 °C

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Proben der Genotypisierungen wurden in Gelen mit 2 % Agarose Standard
in 1x TBE aufgetragen. Fur den Nachweis der Rekombination wurde ein 1 % Agaro-
se-Gel genutzt. Zur Detektion der Nukleinsduren wurde Serva DNA Stain G in einer
Verdinnung von 1:50.000 eingesetzt. Als GréRenmarker wurden der GeneRuler 100
bp DNA Ladder und der GeneRuler 1 kp Plus DNA Ladder eingesetzt. Die Elektro-
phoresekammer wurde mit 1x TBE-Puffer befillt und die Elektrophorese fur 1 Stunde
bei 70 Volt am PowerPac™ der Firma BIO-RAD durchgefuhrt. Das Agarose-Gel wur-
de im Geldokumentationssystem E.A.S.Y. RH der Firma Herolab mittels EasyWin32

Software analysiert.
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3.2.3 RNA-Isolation aus Gewebeproben

Zur Isolation von RNA aus Nierengewebe wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durch-
gefuhrt. Zunachst wurden die Nieren gewogen und zu 30 mg Gewebe 300 pl Trizol
zugegeben. Das Gewebe wurde dann mittels Tissue Ruptor® homogenisiert. An-
schlielend wurden 200 pl Chloroform auf die Proben pipettiert, das Reaktionsgefald
geschwenkt und funf Minuten bei RT inkubiert. Durch die nachfolgende Zentrifugati-
on (4 °C, 12.000 rpm, 15 Minuten) entstanden drei Phasen. In der oberen, wassrigen
Phase befand sich die RNA, in der Interphase die DNA und in der unteren, organi-
schen Phase Lipide und Proteine. Die obere Phase wurde dann mittels RNase-freier
Spitzen in ein RNase-freies Reaktionsgefal? tberfuhrt und 1:1 mit kaltem Isopropanol
vermischt. Die RNA in den Proben prazipitierte dann durch Lagerung bei -80 °C fir
2-3 Stunden. Nach Préazipitation wurden die Proben abzentrifugiert bei 12.000 rpm
fur 10 Minuten bei 4 °C und der Uberstand verworfen. Es wurde dann zweimal mit 1
ml 80% igem Ethanol (verdinnt mit DEPC-behandeltem Millipore-Wasser) gewa-
schen und der Uberstand nach Zentrifugation bei 9650 rpm bei 4 °C nach 5 Minuten
verworfen. AnschlieRend wurde das Pellet fir 2 Stunden bei Raumtemperatur ge-
trocknet und in RNase freiem Wasser resuspendiert. Die Lagerung erfolgte tber
Nacht bei -80 °C, bevor am folgenden Tag die Konzentrationsbestimmung am
ScanDrop® durchgefihrt wurde.

3.2.4 Herstellung von komplementarer DNA (cDNA)

Die isolierte Gesamt-RNA wurde mit der Methode der reversen Transkription (RT) in
komplementdre DNA umgeschrieben. Die RNA-Proben wurden dafir zunachst auf
eine Konzentration von 1 pg/ul angepasst. Mittels RevertAid First Strand cDNA Syn-
thesis Kit (K1622) der Firma Thermo Fisher Scientific wurde die RNA nach Herstel-
lerangaben in cDNA umgeschrieben. Dazu wurden zunachst 1 uyg Gesamt-RNA mit 1
gl Oligo (dT)is Primer in 10 pl nuklease-freiem Wasser fur 5 Minuten bei 65 °C im
FlexCycler vorinkubiert, um die Sekundéarstrukturen der RNA aufzulésen. Dann wur-
de die Reaktion auf Eis abgekihlt, bevor je Reaktionsansatz die restlichen Kompo-

nenten zugefigt wurden:
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5x Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul) 1 pl
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MuLV RT (200 U/ul) 1l

Die Proben wurden zum Mischen leicht geschwenkt und dann bei 42 °C fur 1 Stunde
inkubiert. Die Reaktion wurde durch 5-minutiges Erhitzen bei 70 °C beendet. Die
hergestellte cDNA wurde direkt fir quantitative Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktionen genutzt.

3.2.5 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (Tagman®)
Dieses System ermdglicht die Quantifizierung von Transkripten, indem bei der Ampli-
fikation des PCR-Produktes ein Fluoreszenzsignal emittiert wird, welches sich pro-
portional zur Anzahl der PCR-Produkte verhalt. Dabei erfolgt die Quantifizierung in
der exponentiellen Phase der PCR. Die genutzten Sonden sind unter 2.7.2. aufge-
fuhrt.
Der Reaktionsansatz (20 pl) wurde wie folgt angesetzt:

TagMan®Fast Universal PCR Master Mix(2x) 10 pl

Gene expression assay Sonde 1l
cDNA 2 ul
RNase-freies H20. 7 u

Die Analyse erfolgte in einer mit MicroAmp™ selbsthaftender Folie verschlossenen
96 Well Platte durch das 7500 Fast Real Time PCR System. Es wurde je Sonde eine
Negativkontrolle mitgefuihrt. Das Standardtemperaturprofil enthielt eine initiale Dena-
turierung Gber 10 Minuten bei 95 °C, gefolgt von 35 Zyklen von Denaturierung bei 95
°C fur 15 s, Annealing bei 52 °C bis 60 °C (abh&ngig von der verwendeten Sonde) fur
15 s und Extension bei 72 °C fur 10 s. Die relative Haufigkeit (fold change verglichen

zum house keeping 18s) wurde mittels der delta-Ct-Methode (2-22€t) berechnet.

3.2.6 Gene Array

Die Gene-Array-Analysen wurden in Kooperation mit dem Helmholtz-Zentrum fir In-
fektionsforschung (HZI) in Braunschweig durchgefiihrt. Die Praparation der RNA er-

folgte wie unter Punkt 3.2.3 beschrieben im Labor unserer Forschungsgruppe.
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Die nachfolgenden Schritte erfolgten durch das HZI. Die Menge der RNA wurde mit-
tels Spektrophotometer NanoDrop-ND-1000 bestimmt und die Reinheit mit dem
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) Uberpruft.

Cyanine-3-gelabelte cRNA wurde aus 0,5 pg RNA mit dem One-Color Low RNA In-
put Linear Amplification PLUS kit (Agilent) nach Anleitung des Herstellers hergestellt.
Hiernach folgte die Aufreinigung durch die RNAeasy Saule (Qiagen). Die Farbstoff-
aufnahme und die Ausbeute an cRNA wurden mit dem NanoDrop-ND-1000 Uber-
pruft.

1,5 pg der Cy3-gelabelten cRNA (spezifische Aktivitat >10,0 pmol Cy3/ug cRNA)
wurden fur 30 Minuten bei 60 °C in einem Reaktionsvolumen von 250 pl fragmentiert,
welches 1x Agilent fragmentation buffer und 2x Agilent blocking agent enthielt, wobei
nach der Anleitung des Herstellers vorgegangen wurde. Nach Fertigstellung der
Fragmentierung wurden 250 pl des 2x Agilent hybridization buffer hinzugegeben und
die Hybridisierung mit Agilent 4x44k Mouse V2 Design ID: 026655 fur 17 h bei 65 °C
in einem rotierenden Agilent Hybridisierungs-Ofen vollzogen. Danach wurden die
Mikroarrays fur 1 Minute bei Raumtemperatur mit GE wash buffer 1 (Agilent) und
nochmals fur 1 Minute bei 37 °C mit GE wash buffer 2 (Agilent) gewaschen. An-
schlieRend wurden diese unverzuglich durch kurzes Zentrifugieren getrocknet.

Die gescannten Aufnahmen wurden mit der Feature Extraction Software 10.5
(Agilent) analysiert, wobei standardisierte Parameter verwendet wurden. Hierdurch
konnte der Hintergrund subtrahiert und die Processed Signal Intensities mittels Spa-

tial Detrend-Algorithmus analysiert werden.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Die in 200 pl RIPA-Lysepuffer aufgenommenen Gewebeproben wurden mittels
Tissue Ruptur homogenisiert. Zwischenzeitlich wurden die Lysate auf Eis gekunhlt.
Anschliel3end wurden die Proben bei 14000 rpm bei 4 °C 30 Minuten zentrifugiert. Im
Uberstand wurde die Proteinkonzentration mittels DC™ Protein Assay im TecanRea-
der bestimmt und anschlie3end wurden die Proben mit Sample Buffer und Lysepuffer
mengenangepasst, sodass 20 pg Gesamtprotein in 20 pl Probe in der SDS-PAGE

eingesetzt wurden. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20 °C.
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3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Sodium-Dodezyl-Sulfat-(SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) dient
zur Auftrennung von Proteinen nach Gr6RRe durch Anlegen eines elektrischen Feldes.
Die SDS-PAGE wurde in einem Biorad-Gelelektrophorese System in 1x Laufpuffer
durchgefuihrt. Es wurden selbst gegossene Gele genutzt, die nach unten genannter
Rezeptur hergestellt wurden. Je 20 pg Gesamtprotein wurde mit Sample Buffer ver-
setzt, fur 5 Minuten bei 95 °C im Thermomixer erhitzt und anschlieend in die Pro-
bentaschen des Gels pipettiert. Als Proteingré3enstandard wurden parallel 5 pl Pa-
geRuler Prestained Plus aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100V fur 1,5

Stunden.

2 Trenngele 2 Sammelgele

(12,5%) (10%)
Aqua dest. 6,6 ml 2,4 ml
Resolving/Stacking Buffer 3,8 ml 1,0 mi
SDS 10% 200 ul 40 pl
Acryl-/Bisacrylamid 30% 8 ml 520 ul
TEMED 20 pl 5 pl
APS 10% 200 pl 50 ul

3.3.3 Transfer auf Nitrozellulosemembran

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine auf eine 0,45 pum Roti®-
Nitrozellulosemembran transferiert. Dafur erfolgte der Aufbau eines Wet-Blots nach
dem Sandwich-Prinzip in Transferpuffer. Auf beiden Seiten des Kunststoffgitters der
Gelkassette wurden Schaumstoffschwamme abgelegt, die mit Transferpuffer be-
feuchtet wurden, dann wurden auf einer Seite zwei in Transferpuffer getrankte Ro-
tilabo®-Blottingpapiere gestapelt. Auf die Blottingpapiere folgte die Nitrocellulose-
membran. Das Gel mit den aufgetrennten Proteinen wurde aus der Elektrophorese-
apparatur entnommen und luftblasenfrei auf der Nitrocellulosemembran abgelegt.
Darauf folgte eine weitere Schicht getranktes Blottingpapier. Vor dem Verschluss der
Gelkassette wurden eventuell vorhandene Luftblasen mit einem Handroller entfernt.

Der Transfer erfolgte in gekiihltem Transferpuffer bei 160 mA fir zwei Stunden.
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3.3.4 Immundetektion

Zur spezifischen Detektion der auf die Nitrocellulosemembran-transferierten Proteine
mittels Antikdrper wurde die Membran zunachst in Blockierungslosung bei Raum-
temperatur fur 1 Stunde geblockt und anschlieRend 3 mal fur jeweils 10 Minuten in
TBST-Puffer gewaschen. Der Primarantikdrper wurde in TBST-Puffer verdinnt auf
die Membran gegeben und tUber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem Waschen
erfolgt die Inkubation der Membran mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundaran-
tikdrper in TBST-Puffer fur 90 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wird die
Membran zur Immundetektion vorbereitet, indem sie 2-mal fur jeweils 10 Minuten in
TBST-Puffer und abschlieRend 1 mal fir 10 Minuten in TBS gewaschen wird.

Die Entwicklung des Blots erfolgte mit Hilfe des ECL-Systems der Firma Thermo Sci-
entific. Die an den Sekundarantikorper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase setzt da-
bei das in der ECL-LOsung enthaltene Substrat in einer Chemilumineszenzreaktion
um. Die Membran wurde mit Hilfe des Advanced Fluorescence Imager von INTAS
entwickelt, wobei sie auf einem Rdntgenfilm zwischen 1 Minute und 5 Minuten expo-
niert wurde. Die Quantifizierung der Banden erfolgte mit der Lablmage 1D Software

von Kapelan Bio-Imaging.

3.3.5 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine Methode, mit der Zellen sowohl
anhand ihrer Gro3e und Granularitat, als auch anhand von fluoreszenzgekoppelten
Antikorper sortiert werden kénnen. Die verwendeten Gewebe mussten dafur unter-
schiedlich vorbereitet werden. Die entnommenen Milzen und Oberschenkelknochen
wurden nach Entnahme in RPMI auf Eis gelagert. Im Gegensatz dazu wurden die
Nieren in 750 pl Verdaupuffer aufgenommen und mit einem Pistill mechanisch zer-
kleinert, bevor sie 30 Minuten bei 37 °C lysiert wurden. Das Knochenmark wurde mit
RPMI-Puffer aus dem Knochen gespiilt. Dann wurden die Gewebe (Niere, Knochen-
mark, Milz) zunachst durch 70 pum Siebe in ein Falcon filtriert, um dann nochmals
durch 40 um Siebe gefiltert zu werden. 100 pl Blut wurden ohne Filtration in ein Fal-
con uberfuhrt. Auf alle Proben wurde dann Erythrozytenlysepuffer pipettiert. Die 2-
mindtige Lyse wurde durch das Stellen auf Eis beendet. Nach Zugabe von je 1 ml
FACS Puffer wurden die Proben bei 1300 rpm fur 5 Minuten abzentrifugiert und der
Uberstand dekantiert. Das Pellet wurde nun in FACS-Puffer resuspendiert, die Zellen

gezahlt und 1x10° Zellen je Well in eine 96er V-Bottom Platte tiberfiihrt.
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Die Oberflachenfarbung erfolgte fir 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln. Danach wurden
die Zellen gewaschen. Der Waschschritt umfasste die Zugabe des jeweiligen Puffers,
Vortexen der Probe, die Zentrifugation mit 1300 rpm bei 4 °C fur 5 Minuten und das
Dekantieren des Uberstands. Fir die intrazellulare Farbung folgte nach der Oberfla-
chenfarbung die Fixierung des exprimierten Antigens mit dem Fix/Perm Buffer aus
dem Transcription Factor Buffer Set nach Herstellerangaben fur 30 Minuten. Nach
einem weiteren Waschschritt wurde fur 15 Minuten mit Perm/Wash Buffer permeabi-
lisiert und im Anschluss nochmals gewaschen. Der Primarantikdrper wurde in
Perm/Wash Buffer verdiinnt und das Zellpellet mit dem Mastermix resuspendiert. Die
Proben wurden 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurde der Sekun-
darantikdrper aufgetragen und ebenfalls 30 Minuten inkubiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten wurden die Proben in 100 ul FACS-Puffer aufgenommen und einge-
lesen.

Als Kontrollen dienten ungeféarbte Zellen zur Ermittlung der Eigenfluoreszenz, Einzel-
farbungen und Fluorescence Minus One- Farbungen. Weiterhin wurde eine Kontrolle,
die nur den Sekundarantikdrper enthielt, als Negativkontrolle genutzt. Die Auswer-
tung der Daten erfolgte mittels FlowJo Software.

Aus der Gesamtzahl der eingelesenen Zellen wurden zunachst tote und verklumpte
Zellen ausgeschlossen. Dann wurden die Immunzellen durch die verwendeten Ober-
flachenmarker voneinander differenziert (Gatingstrategie im Anhang). Innerhalb einer
Population lasst sich die Intensitat eines Fluoreszenzfarbstoffes durch die Mean Flu-
orescent Intensity darstellen. Da die Intensitat des an den Antikdrper gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffs mit der Menge des vorhandenen Antigens korreliert, I&sst sich

von der Mean Fluorescent Intensity auf die Menge des Antigens schliel3en.

3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Herstellen der Gewebeschnitte

Die Organe wurden nach Entnahme in Einbettkassetten Uberfuhrt und in Methacarn
fixiert. Nach Entwasserung wurden die Organe mittels HistoCore Arcadia H in Paraf-
fin eingebettet.

Die gekihlten Gewebsschnitte wurden auf einem Rotationsmikrotom der Firma Leica
angefertigt. Die 3 um dinnen Paraffinschnitte wurden zum Entzerren auf der Ober-
flache eines Wasserbades (38 °C) abgelegt und von dort auf Superfrost Objekttrager
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Uberfuihrt. Die Schnitte wurden Gber Nacht auf einer Warmeplatte bei 40 °C getrock-

net und anschlieRend bei Raumtemperatur in Aufbewahrungsboxen gelagert.

3.4.2 Entparaffinieren und Dehydrieren der Gewebeschnitte

Zum Entparaffinieren wurden die Schnitte zunachst 2-mal fur jeweils 10 Minuten in
Xylol getaucht. AnschlieRend wurden sie in einer absteigenden Alkoholreihe (je
zweimal 5 Minuten in 100 % und 96 % Ethanol und je einmal 5 Minuten in 80 % und
70 % Ethanol) und abschliel3end fir zweimal 5 Minuten in Aqua dest. gewassert.
Nach erfolgter Farbung wurden die Schnitte fir je 5 Minuten in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %, 100 % Ethanol) dehydriert.

3.4.3 PAS-Farbung

Nach Entparaffinierung wurden die Schnitte zunachst fir 5 Minuten in Periodsaure
getaucht. Freie Hydroxylgruppen der Saccharide oxidieren dadurch zu Aldehydgrup-
pen. Nach 5-mindtigem Waschen in Aqua dest. folgten 15 Minuten in Schiff-
Reagenz. Die fuchsinschweflige Saure im Schiff-Reagenz bildet nun rot-violette
Komplexe mit den Aldehyden. Der anschlieRende Waschschritt erfolgte in kihlem
Leitungswasser. Zur Gegenfarbung wurde Hamatoxylin- Lésung Gill Nr.3 verwendet.
Die Schnitte wurden in warmem Leitungswasser gewaschen, bevor sie dehydriert

und mit Roti®-Mount eingedeckt wurden.

3.4.4 Siriusrot-Farbung

Die Siriusrotfarbung erfolgte nach Entparaffinierung der Schnitte in 0,1 % Direct Red
80 geldst in gefilterter Pikrinsaure. Nach 60-mindtiger Farbung wurden die Schnitte in
0,01 N Salzsaure gespult. AnschlieBend wurden die Proben dehydriert und mit Ro-

ti®-Mount eingebettet und Uber Nacht getrocknet.

3.4.5 Morphometrische Auswertung

Die Auswertungen erfolgten verblindet nach Uberkleben der Identifikationsnummern.
Zur Untersuchung der Ablosung der Tubuluszellen von der Basalmembran wurde
zunachst das Tubulussystem histologisch in proximaler Tubulus, distaler Tubulus und
Sammelrohr differenziert. Dann wurden die anhaftenden Zellen pro Basalmembran

des Tubulus ausgezahit.
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Die nach Krankheitsinduktion durch UUO entstandene Fibrose der Nieren wurde his-
tologisch mit Hilfe der Sirius Rot Farbung untersucht. Die am Mikroskop DM6000B
mit DFC420 mit Polarisationsfilter aufgenommen Bilder wurden in der ImageJ Soft-

ware bearbeitet und die gefarbte Flache verglichen.

3.5 Statistik

Alle Daten in der vorliegenden Arbeit wurden als Mittelwerte +/- Standardabweichung
angegeben. Die statistische Auswertung aller Versuche erfolgte unter Verwendung
des t-Testes nach Student mit der Graph Pad Prism 6 Software. Als statistisch signi-
fikant wurden p-Werte p<0,05 (*), p<0,005 (**) oder p<0.0005 (***) angesehen.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Nachweis des Ybx1-Knockouts der YB-14RosaERT2_\jqus

Zur Untersuchung des Ganzkoérper-Knockouts von YB-1 wurde ein konditionaler in-
duzierbarer Knockout des Ybx1-Gens erzeugt (YB-14RosaERT2) Hierfiir wurden Mause
mit dem ubiquitar exprimierten Promotor RosaCreERT2 mit YB-1floxflox-Mausen ge-
kreuzt. Vor Induktion der Rekombinase erfolgte die Genotypisierung aller Mause be-
zuglich des Vorhandenseins der loxP Sequenzen und des Cre-Gens (Abbildung 5).
Die erfolgreiche Rekombination nach Tamoxifengavage wurde mittels PCR (Abbil-
dung 6), Western Blot (Abbildung 7) und Durchflusszytometrie (Abbildung 8) Uber-
pruft.
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Abbildung 5: Genotypisierung der transgenen Tiere.

Die Genotypisierung zeigte die erwarteten PCR-Produkte fur Wildtypen, heterozygote und
transgene Mause sowohl fir die ,gefloxten® YB-1 Allele als auch fur die RosaCreERT2 Allele
(flox-Bande bei 351 bp und Cre-Bande bei 750 bp). Das Vorliegen eines hetero- oder ho-
mozygoten Genotyps fur Cre ergab sich aus der Zusammenschau mit der Cre WT-PCR
(Wildtyp-Bande bei 270 bp).

Die Induktion der Cre-Rekombinase durch Tamoxifen fuhrte zur Deletion des durch
die loxP-DNA-Sequenzen flankierten DNA-Abschnittes, der auch das Exon 3 enthielt.
Um die Rekombination des DNA-Abschnittes nachzuweisen, wurden Primer entwor-
fen, die den deletierten Bereich der DNA flankieren. Die Gro3e des DNA-Abschnittes
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zwischen den Primern vor Rekombination betrug 1607 bp (Wildtyp). Der deletierte
Abschnitt aus Intron und Exon 3 zwischen den loxP-DNA-Sequenzen betrug 1262
bp. Das entstandene Produkt nach Rekombination betrug somit 345 bp (Knockout).
Mittels PCR-Analyse konnte die erfolgreiche Rekombination im Ybx1-Gen in Niere,
Milz, Leber, Magen, Lymphknoten, Knochenmark und Schwanzbiopsie nachgewie-
sen werden. Wie bereits von Valny et al. beschrieben, zeigte sich im Gehirn nur eine

geringe Rekombination. [46]

Niere Milz Gehirn Leber Magen LK KM Schwanz
WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WTKO WT KO WTKO

5000 bp>| »=
1500 bp>| v |y - || — | | e St ondd — — <1607 bp

———— ] —— ] — _ - & <p-Actin

Abbildung 6: Nachweis der erfolgreichen Rekombination in verschiedenen Ge-
weben mittels PCR-Analyse.

Im Wildtyp zeigte sich das zu erwartende Produkt von 1607 bp. In den verschiedenen Ge-
weben der YB-14R°s#ERT2. Mjuse konnte das zu erwartende kleinere Produkt von 345 bp
nachgewiesen werden. Im Gehirn wurde das Ybx1-Gen nicht vollstandig rekombiniert, da
auch nach Tamoxifengabe eine Wildtypbande zu sehen ist. Die schwache Bande mit einer
GroRRe von 345 Basenpaaren deutet auf nur eine partielle Aktivierung der Cre-Rekombinase
im Hirngewebe hin. B-Actin wurde als Housekeeping-Gen genutzt. LK= Lymphknoten, KM=
Knochenmark.

A Niere B Leber
kDa WT KO kDa WT KO
50-| == <YB-1 50| m— <YB-1

37- | s < GAPDH 37-|.q< GAPDH

Abbildung 7: Nachweis des YB-1 Knockouts auf Proteinebene im Western Blot.
Proteinproben von Nieren und Lebergewebe wurden mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt (20 pg/ Tasche). Die Immundetektion der Prote-
ine erfolgte mit Antikdrpern gegen die C- bzw. N-terminale Domane von YB-1 und anti-
GAPDH als Ladekontrolle. Sowohl in der Niere (A) als auch in der Leber (B) zeigte sich vier
Wochen nach Aktivierung der Rekombinase durch Tamoxifenadministration die herabgesetz-
te Expression des YB-1 Proteins in der YB-14R°s2ERT2_\aus.
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Abbildung 8: Nachweis des YB-1 Knockouts in CD45* Immunzellen mittels
Durchflusszytometrie.

Blut, Knochenmark, Milz und Nierengewebe wurden mit Kollagenase verdaut, und die CD45*
-Zellsuspension angefarbt und mittels Durchflusszytometrie charakterisiert. Die in (A) darge-
stellten Histogramme zeigen die Mean Fluorescent Intensity fir FITC innerhalb der Leukozy-
tenpopulation (CD45* Zellen). Der YB-1c..erm AK wird Uber einen FITC-gekoppelten sekunda-
ren Antikorper detektiert. Als positives Signal wird ein FITC-Wert Gber 103 angenommen
(grau gestrichelte Linie). (B) stellt die Quantifizierung des FITC Signals in Prozent dar. Dabei
zeigte sich die hochsignifikante Reduktion der Expression von YB-1 in CD45* Zellen in Blut,
Knochenmark, Milz und der Niere (n= 4).

4.2 Phanotypisierung der YB-14RosaERTZ_\jaus

Um auszuschlielBen, dass Ybx1l Knockout-Mause gegeniber den Wildtyp-Mausen
phanotypische Auffalligkeiten zeigten, wurde vier Wochen nach Induktion der Re-
kombinase mittels Tamoxifengavage Blutproben entnommen und das Differential-
blutbild ausgewertet (Abbildung 9). Zuséatzlich wurden die Tiere gewogen, um Aus-

wirkungen auf das Wachstum feststellen zu kénnen (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Untersuchung des Blutbildes vier Wochen nach Knockout-
Induktion.

Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen der Leukozyten (A) und die Anteile der Subpopula-
tionen (B). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich der absoluten Immun-
zellzahl der Leukozyten sowie der relativen Verteilung der Lymphozyten, Monozyten und
Neutrophilen (n= 6).
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Abbildung 10: Vergleich des Gewichts vor und nach Induktion der Rekom-
binase durch Tamoxifen.

Dargestellt ist das Korpergewicht von 4 bis 6 Wochen alten Tieren vor Tamoxifen und 8 bis
10 Wochen alten Tieren 4 Wochen nach Tamoxifengavage. Es konnten keine Unterschiede
zwischen den Mausstdmmen beziglich des Gewichts gefunden werden (n= 8).

Sowohl die Untersuchung des Blutbildes als auch des Gewichts zeigte Uberra-
schenderweise keine signifikanten Einschrankungen in der Entwicklung der Mause

nach Tamoxifengavage.
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4.3 Das inflammatorische Milieu und die Immunzellinfiltration sind

in YB-14ResaERT2_ \15usen verringert
Nach erfolgreichem Knockout-Nachweis erfolgte die Krankheitsinduktion durch unila-
terale Ureterobstruktion tber 6 bzw. 14 Tage und die anschlieRende Organentnah-
me. Anschliel3end wurden Proteinproben von kontralateralen und obstruierten Nieren
6 bzw. 14 Tage nach UUO mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt
(20 pg/Tasche). Die Immundetektion der Proteine erfolgte mit Antikbrpern gegen die
C-terminale Doméane von YB-1 und anti-GAPDH als Ladekontrolle um die Expression

von YB-1 im Nierengewebe nach Krankheitsinduktion darzustellen (Abbildung 11).

A B
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C . D o B wr [] YB-1ARosaERT2
% — % —
100 - 100 - *%
k% —|_ —
—
50 4 50
T
0 0
kontralateral uuo kontralateral uuo

Abbildung 11: Western Blot Analyse des YB-1 Gehaltes von Nierengewebe.
Western Blot Analyse des YB-1 Gehaltes in Nieren 6 (A) und 14 (B) Tage nach UUO. Der
YB-1 Proteingehalt war signifikant verringert in YB-14R°%ERT2_Mausen verglichen zu Wildtyp-
Méausen. In den UUO-Nieren von Wildtyp-Mausen zeigte sich eine Verschiebung des Mole-
kulargewichts von 50 kDa zu 55 kDa. Dies deutet auf eine Modifikation des Proteins im
Krankheitsverlauf hin. Die Verschiebung zum héheren Molekulargewicht zeigte sich intensi-
viert 6 und 14 Tage nach UUO. (C) und (D) zeigen die Quantifizierung des YB-1 Proteinge-
haltes von Nierengewebe in Wildtyp- und Knockout-Mausen 6 (C) bzw. 14 (D) Tage nach
UUO im Verhéltnis zur Ladekontrolle (n= 3).

Tubuluszellen zeigen eine starke Hochregulation von zytoplasmatischem YB-1 nach

tubuléarer Obstruktion, welches z.B. durch eine Phosphorylierung modifiziert sein
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kénnte und somit ein hoheres Molekulargewicht von 55 kDa zeigt.[43] Diese Veran-
derung des Molekulargewichts nach Ureterobstruktion konnten wir in Wildtypen nach
6 Tagen darstellen, wobei zu diesem Zeitpunkt verschieden grofRe Produkte zwi-
schen 50 kDa und 55 kDa vorlagen (A), wahrend nach 14 Tagen fast ausschlieflich
das modifizierte 55 kDa-Produkt vorlag (B). Im Knockout-Modell konnte sowohl in der
Proteinprobe der kontralateralen als auch der obstruierten Niere zu beiden Zeitpunk-
ten kein YB-1 detektiert werden.

Die Immunzellinfiltration in die Nieren nach Krankheitsinduktion wurde durchflusszy-
tometrisch untersucht. Daftr wurden die Zellen mittels der in Anlage 1 dargestellten
Gating-Strategie differenziert. Zunachst wurde die Anzahl an CD45* Zellen bestimmt.
CD45 dient als Panmarker fur samtliche Leukozyten. Erwartungsgemalfd konnte in
den kontralateralen Nieren nur ein geringer Prozentsatz an CD45* Zellen nachgewie-
sen werden. In den operierten Nieren beider Mausstamme zeigte sich eine erhéhte
Infiltration an Immunzellen. Nach UUO-Induktion konnte jedoch in YB-14RosaERT2.
Mausen eine signifikant geringere Leukozyteninfiltration nach 6 und 14 Tagen nach-

gewiesen werden im Vergleich zu den Wildtyp-Méausen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Untersuchung der CD45" Zellen im Nie-
rengewebe.

Dargestellt sind die CD45* Zellen (Leukozyten) in Prozent aller lebenden Zellen. Die durch-
flusszytometrischen Untersuchungen nach Krankheitsinduktion zeigten eine starke Immun-
zellinfiltration in den obstruierten Nieren, wahrend es in den kontralateralen Nieren nicht zur
Einwanderung von Leukozyten kam. Auch in den obstruierten Nieren der YB-14ReseERTZ.
Mause kam es zur verstarkten Einwanderung von Immunzellen, diese war jedoch signifikant
geringer als in den Wildtyp-Mausen, sowohl nach 6 als auch nach 14 Tagen (n= 8).
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Die CD45* Zellen im Blut wurden zuséatzlich nach Krankheitsinduktion beziglich der
Mean Fluorescent Intensity (MFI) von FITC untersucht (Abbildung 13). Der verwen-
dete Anti-YB-1c-term AntikGrper wurde Uber einen FITC-gekoppelten sekundéaren An-
tikorper detektiert. Es bestatigte sich auch hier die signifikante Reduktion des FITC-

Signals in den Knockout-Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen.
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6 Tage 14 Tage

Abbildung 13: MFI fir FITC in CD45" Zellen nach Krankheitsinduktion.
Dargestellt ist die Mean Fluorescent Intensity (MFI) in CD45* Zellen im Blut 6 bzw. 14 Tage
nach Krankheitsinduktion mittels unilateraler Ureterobstruktion. Es zeigt sich die signifikante
Reduktion bei YB-14Rs3ERT2_Mgusen (n= 6).

Im nachsten Schritt wurden durch die Verwendung verschiedener Oberflachenmarker
die Subpopulationen der Leukozyten differenziert (Abbildung 14). Hier zeigten sich in
den kontralateralen Nieren keine signifikanten Unterschiede. Nach Krankheitsindukti-
on kam es zur verstarkten Infiltration aller Subpopulationen in die obstruierten Nieren
in Knockout- und Wildtyp-Mausen. Es zeigte sich in den obstruierten Nieren von
YB-14RosaERT2.Mgusen nach 6 Tagen signifikante Unterschiede in der Zahl der
myeloiden Zellen, Makrophagen und T-Zellen. Nach 14 Tagen waren alle untersuch-

ten Immunzellpopulationen signifikant reduziert im Knockout-Modell.

37



Ergebnisse

Absolute Zellzahl

12000+
10000+
80001
6000+
4000+
20001

n.s.

. WT D YB_»fARosaERH

CD11b*
LS il F Myeloide Zellen

6000

4000+

2000+

I 1
CD11b*/Gr1*
n.s. ix Neutrophile
I 1
——

1500+

1000

500

n.s.

I 1 I 1
CD11b*/ Gr1-/F4/80*
A-S. i Makrophagen
— .

3000+

2000

1000

CD11bi"/ Gr1*
Monozyten

8000+

60004

40004

20004

n.s.

L el —

I 1
*
I 1
n.s. cD3*
f 1 T-Zellen
-1

6 Tage

14 Tage 6 Tage 14 Tage

kontralateral uuo

38



Ergebnisse

Abbildung 14: Subpopulationen der infiltrierenden Immunzellen nach Krank-
heitsinduktion in der Niere.

Dargestellt ist die absolute Zellzahl verschiedener Subpopulationen der Immunzellen:
myeloide Zellen, Neutrophile, Makrophagen, Monozyten und T-Zellen in kontralateralen und
obstruierten Nieren. In kontralateralen Nieren kam es zu keiner verstarkten Immunzellinfiltra-
tion in Knockout-M&usen und Kontrolltieren. In den obstruierten Nieren zeigte sich in allen
Tieren eine starke Infiltration durch Immunzellen, die nach 6 Tagen in Knockout-Mausen fir
myeloide Zellen, Makrophagen und T-Zellen signifikant verringert war. Nach 14 Tagen zeigte
sich in YB-14Res3ERT2_ Mausen eine signifikant verringerte Infiltration aller untersuchten Sub-
populationen (n= 8).

Um zu uberpriufen, ob es nach Krankheitsinduktion zu einer veréanderten Zusammen-
setzung der Immunzellen im Blut zwischen Wildtyp- und YB-14ResaERT2.Mgusen ge-
kommen war, wurden erneut Blutproben genommen und Blutbilder angefertigt (Ab-
bildung 15).
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Abbildung 15: Vergleich der Immunzellzahlen im Blut.

Auswertung von Hamatogrammen 6 und 14 Tage nach UUO. Die absolute Zellzahl der Im-
munzellen im Blut zeigte keine signifikanten Veranderungen zwischen Wildtyp- und Knock-
out-Mausen. Nach 6 Tagen zeigte sich keine Verdnderung in der Zusammensetzung der
Blutzellen. Nach 14 Tagen konnte in Knockout-M&ausen eine signifikante Erhéhung von Mo-
nozyten im Blut nachgewiesen werden (n= 10).
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Die absolute Leukozytenzahl im Blut nach UUO zeigte keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Wildtyp- und Knockout-Mausen. Dies legt die Schlussfolge-
rung nahe, dass die verringerte Immunzellzahl in der Niere von YB-14RosaERT2.
Mausen nicht aus einer niedrigen zirkulierenden Immunzellzahl im Blut resultiert,
sondern aus einer Einschrankung der Infiltration in die geschadigte Niere. In Knock-
out-Mausen 14 Tage nach UUO konnten wir eine Erhéhung der zirkulierenden Mo-
nozyten im Blut feststellen, welche auf eine kompensatorisch verstarkte Freisetzung
von Monozyten aus dem Knochenmark hinweisen konnte, um den Mangel an Makro-

phagen in der obstruierten Niere auszugleichen.

Um die molekularen Mechanismen, die zu den beobachteten Unterschieden in der
Immunzellinfiltration und Auspragung der Fibrose fuhrten, ndher zu untersuchen,
wurde in einem nachsten Schritt die Expression verschiedener Gene bestimmt. Hier-
zu wurde RNA analysiert, welche zuvor aus Nieren beider Mausstamme 6 Tage nach
UUO-Induktion extrahiert wurde. Im Vulkan-Plot (Abbildung 16 B) sind die Gene zu-
sammengefasst, welche im Ybx1-Knockout 6 Tage nach UUO verglichen zum Wild-
typ nach UUO herunterreguliert (griin) oder hochreguliert (rot) waren. Blaue Punkte
stellen Gene dar, welche aul3erhalb der vordefinierten Cut-off Grenzen lagen und
somit als nicht signifikant gewertet wurden. Es konnten 1.894 Gene identifiziert wer-
den, welche in den Knockout-Mausen herunterreguliert wurden und 1.718 Gene,

welche im Vergleich zum Wildtyp hochreguliert wurden.
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Abbildung 16: Gene Array Analyse von Nierengewebe 6 Tage nach UUO in
Wildtyp- und YB-14ResaERT2. Mausen.

(A) Die Hauptkomponentenanalyse zeigte eine hohe Korrelation innerhalb der untersuchten
Mausstamme. (B) Vulkano-Plot zum Vergleich der Genexpression in Nierengewebe 6 Tage
nach UUO von Wildtyp- versus Knockout-Mausen. Griine Punkte stellen signifikant herunter-
regulierte und rote Punkte hochregulierte Gene dar. Blaue Punkte stellen Gene dar, deren
Expression sich zwischen Wildtyp- und Knockout-Mausen unterscheidet, jedoch unterhalb
der vordefinierten Cut-off-Grenzen lagen (n= 2).

Bei der Analyse der Daten konzentrieren wir uns aufgrund unserer Fragestellung v.a.
auf Gene der Entzindung und Fibrose-Entstehung. Hier konnten wir zeigen, dass
sowohl pro-fibrotische als auch pro-inflammatorische Gene in der Knockout-Maus
signifikant herunterreguliert waren. Ebenso konnte eine Regulation der tubuléren
Schadigungsmarker KIM-1 und NGAL festgestellt werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Analyse der Genexpression im Nierengewebe nach unilateraler
Ureterobstruktion.

Darstellung einer Heat Map wichtiger Gene der Inflammation und Fibrose-Entstehung (TGF-
B, Kollagen 1 und MCP-1) sowie von Markern des tubularen Schadens (KIM-1 und NGAL)
und der Zellregeneration (mTor) 6 Tage nach Krankheitsinduktion der Ureterobstruktion ver-
glichen zwischen Wildtyp- und YB-147°s*ER72.M3usen. Es erfolgte die Normalisierung zu ge-
sunden Wildtyp-Mausen. Griin zeigt eine verminderte Expression und rot eine erhéhte Ex-
pression der Gene an (n= 2).

Zur Bestatigung dieser Ergebnisse und Erweiterung unserer Daten um den spaten
Zeitpunkt der UUO (14 Tage) fuhrten wir eine quantitative Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion-Analyse mit Fokus auf die Expression Fibrose-assoziierter mRNA von
Nierengewebe von Wildtyp- und YB-14RosaERT2.Mausen 6 und 14 Tage nach UUO
durch (Abbildung 18). Nach Krankheitsinduktion zeigte sich zu beiden Zeitpunkten
sowohl in Wildtyp- als auch in YB-14RosaERT2.Mausen die Hochregulation der unter-
suchten Gene. Die Menge der mRNA-Transkripte aller untersuchten Fibrose-
assoziierten Proteine zeigte jedoch eine geringere Regulation im Ybx1-Knockout-
Modell nach 6 sowie nach 14 Tagen. Besonders die Expression von RANTES, MCP-

1 und MMP-2 zeigte eine signifikant verminderte Regulation bereits nach 6 Tagen.
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Abbildung 18: TagMan-Analyse der relativen mRNA Expression Fibrose-
assoziierter Proteine in kontralateralen und operierten Nieren mit Ureterob-
struktion.

Dargestellt ist die Expression der mRNA Fibrose-assoziierter Proteine: RANTES, Kollagen |
und lll, TGF-B, MMP2 und MCP-1 im Nierengewebe normalisiert gegen die 18S Expression.
Es zeigte sich eine signifikant verringerte Expression in allen untersuchten Fibrose-
assoziierten Proteinen im YB-14R°s?ERT2_\Modell auf RNA Ebene nach 14 Tagen (n= 4).
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4.4 Der Knockout des Ybx1-Gens fuhrt zu einer verringerten tu-

bularen Schadigung und reduziert die Fibrose nach UUO
Zur Evaluation des tubularen Schadens erfolgte die Untersuchung der Expression
tubularer Schadigungsmarker mittels Gene Array sowie eine Periodsaure-Schiff
(PAS)-Farbung. Durch die Ligatur des linken Ureters kommt es zum Rickstau des
Urins mit Ausbildung einer makroskopisch sichtbaren Hydronephrose. Mikroskopisch
lasst sich nach UUO eine sterile Entziindungsreaktion mit Einwanderung von Im-
munzellen, eine druckbedingte tubulointerstitielle Schadigung und Dilatation der Tu-
buli feststellen. In YB-14RosaERT2.Mausen konnte eine signifikante Reduktion der Ex-
pression des tubularen Schéadigungsmarkers KIM-1 nachgewiesen werden sowie
eine tendenziell niedrigere Expression von NGAL (Abbildung 19 und 20). Wir vermu-
teten daher einen Einfluss des Knockouts von YB-1 auf die Regeneration der Tubu-
luszellen nach UUO. Interessanterweise zeigte sich mTOR als wichtiger Mediator
des Zellzyklus, sowie der Proliferation und Regeneration nach akuter Nierenschadi-
gung, in YB-14RosaERT2.Mausen erhoht. Der fortschreitende Rickstau des Urins fihrt
zur Schadigung der Tubuluszellen mit Abldsung von der Basalmembran. Um den
Einfluss des Knockouts von YB-1 auf diese zu untersuchen, wurde zusatzlich der
Kontakt der Tubuluszellen zur Basalmembran untersucht (Abbildung 21). Dabei zeig-
te sich in den kontralateralen Nieren kein Unterschied zwischen Wildtyp- und
YB-14RosaERT2_Mausen. Die Bindung an die Basalmembran war 6 Tage nach Ureter-
obstruktion in Wildtypen und Knockout-Mausen verringert, was auf den Verlust der
Zellintegritat durch die Krankheitsinduktion hinweist. Besonders interessant war die
Erkenntnis, dass im Knockout-Modell eine signifikant geringere Ablésung der Tubu-
luszellen von der Basalmembran in operierten Nieren stattgefunden hatte. In Wildtyp-
Mausen zeigten sich kaum noch Tubuluszellen auf der Basalmembran. Dies deutet
auf eine hohere Widerstandfahigkeit der Tubuluszellen bei fehlender Expression von
YB-1 hin. Die Mechanismen, welche zu diesem Effekt fihren, sollen in Zukunft unter-

sucht werden.
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Abbildung 19: Expression von KIM-1 und mTOR in UUO-operierten Nieren.

In der Gene Array Analyse von UUO-operierten Nieren von Wildtyp- und YB-14RosaERTZ.
Mausen zeigte sich eine signifikante Reduktion der Expression des tubuldren Schadigungs-
markers KIM-1 am Tag 6 nach UUO. Die Expression von NGAL zeigte sich tendenziell er-
niedrigt und die Expression von mTOR trendmé&Rig erhoht in YB-14R°sERT2.Mausen. Die
Transkriptexpression wurde mittels Spatial Detrend-Algorithmus durch das Helmholtz-
Zentrum fur Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig normalisiert (n= 2).
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Abbildung 20: KIM-1 Expression in gesundem Nierengewebe und nach UUO-
Induktion.

A Mittels PCR wurde die Expression von KIM-1 in gesunden und UUO Mausen mit Wildtyp-
und YB-14R°s2ERT2 Hintergrund untersucht. B In UUO-operierten Nieren zeigte sich deutlich
die Induktion von KIM-1 nach Krankheitsinduktion. Im Vergleich zwischen Wildtyp- und
YB-14ResaERT2_\ausen zeigte sich sowohl nach 6 als auch nach 14 Tagen eine geringere Ex-
pression des Schéadigungsmarkers KIM-1 in Knockout-Mausen. Als Housekeeping-Gen wur-

de B-Actin verwendet (n= 3).
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Abbildung 21: Ablésung von Tubuluszellen von der Basalmembran.

A Beispielhafte Bildausschnitte der PAS-Féarbung zur Differenzierung des Tubulussystems
1=proximaler Tubulus, 2=distaler Tubulus, 3=Sammelrohr, B Anzahl der anhaftenden Tubu-
luszellen auf der Basalmembran im proximalen Tubulus, distalen Tubulus und im Sammel-
rohr. Es zeigt sich eine signifikant hthere Anzahl von Tubuluszellen auf der Basalmembran
von YB-14ReseERTZ Mausen nach UUO und somit eine hohere Ablosung der Zellen im Wildty-
pen. In kontralateralen Nieren beider Mausstdmme ist die Anzahl der anhaftenden Zellen
nicht signifikant verandert (n= 6). (Ergebnisse wurden zusammen mit Frau Maria Sounidaki,
Erasmusstipendiatin, gewonnen)
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Da YB-1 auch die Expression von Kollagenen reguliert, untersuchten wir als nachs-
tes den Einfluss des Knockouts von YB-1 auf die Ablagerung von extrazellularen
Matrixproteinen. Hierflr nutzten wir die Sirius Rot Farbung, durch die Kollagene im
Polarisationslicht sichtbar gemacht werden kénnen. Wahrend sich in nicht operierten
Nieren kein Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout-Modell zeigte, konnte so-
wohl 6 als auch 14 Tage nach UUO eine signifikante Reduktion der Kollagenablage-
rungen im Interstitium in den YB-14RosaERT2_Mausen im Vergleich zu den Wildtypen

nachgewiesen werden (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Kollagenablagerungen nach UUO Induktion.

Dargestellt sind beispielhafte Aufnahmen kontralateraler und obstruierter Nierenschnitte
nach Sirius Rot Farbung. In kontralateralen Nieren zeigten sich in geringem Mal3e Kollagene
als Bestandteile der physiologischen Extrazellularmatrix. Die durch die UUO hervorgerufene
Fibrosierung der Nieren ist vor allem 14 Tage nach Ligatur deutlich. Doch auch schon nach 6
Tagen kam es zur Zunahme der Kollagenablagerungen im Interstitium. In den Nieren der
YB-14ResaERT2 Tiere waren diese Veranderungen der EZM sowohl nach 6 als auch nach 14
Tagen signifikant verringert (n= 6). (Mal3stabsbalken=50 pm).
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5. DISKUSSION

5.1 Diskussion der Ergebnisse

Erfolgreiche Generierung eines konditional induzierbaren Ganzkorper-
Knockout von Ybx1.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig erfolgreich ein konditionaler induzierbarer
Ganzkorper-Knockout im Ybx1-Gen generiert. Dabei entschieden wir uns fir die In-
duktion mittels Tamoxifengavage, da Seibler et al. eine hdhere Effizienz der Rekom-
bination verglichen zur intraperitonealen Injektion zeigen konnten und um sicherzu-
stellen, dass die verabreichte Tamoxifenmenge in allen Tieren gleich hoch war.[47]
Die Induktion der Rekombinase erfolgte durch einmalige Verabreichung von Tamoxi-
fen in 8 bis 10 Wochen alten Tieren, da in Publikationen keine relevanten Unter-
schiede zwischen Einfach- und Mehrfachgabe aufgezeigt werden konnten.[48] Die
Effizienz der Rekombination variiert zwischen den Organen, Uberschreitet jedoch
generell 70%. Ausgenommen davon ist das Gehirn, in dem die Rekombinationsrate
niedriger ist.[49] Hameyer et al. konnten zeigen, dass ROSA26-CreERT2-Mause ei-
ne Rekombination in peripheren Geweben zeigten. Im Gehirn konnte jedoch keine
DNA- Rekombination nachgewiesen werden, da dort das Protein CreERT2 nicht ex-
primiert wird. Kontrar dazu stellen sich jedoch die Ergebnisse der Arbeit von
Schwenk et al. dar, in der die Expression von CreERT2 in allen Organen einschliel3-
lich des Gehirns nachgewiesen werden konnte.[47] Hier vermuteten die Autoren als
Ursache der geringeren Rekombination eine niedrigere 4-Hydroxytamoxifen-
konzentration am Wirkort aufgrund der Blut-Hirn-Schranke und somit eine ungenu-
gende Aktivierung der Cre-Rekombinase. Diese Vermutung konnte 2016 bestatigt
werden, wobei der Metabolit 4-Hydroxytamoxifen bis zu 20-fach niedrigere Konzent-
rationen im Gehirn verglichen zu Tamoxifen erreicht.[46] Unsere Ergebnisse deuten
aulBerdem darauf hin, dass die Cre-Rekombinase in nur einer Minderheit der Zellen
des Gehirns aktiv ist, was erklaren konnte, warum sich in Knockout-Mausen keine
auffalligen Entwicklungsdefekte zeigten. Zur Identifizierung der entsprechenden Zell-
linien werden weitere Studien mit B-Galaktosidase-Reporter-Stammen bendtigt. Dies
war jedoch nicht Ziel dieser Arbeit und wir vermuten keinen Einfluss des im Gehirn
vorhandenen Ybx1 auf die untersuchten Prozesse in den Nieren.

Aufgrund der vielfaltigen Einflisse von YB-1 erwarteten wir einen eindricklichen

Phanotyp nach Knockout-Induktion, da YB-1 eine Rolle in der Embryogenese und im
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Zellwachstum spielt.[33] Die fehlende Expression von YB-1 resultiert in Wachstums-
retardierungen und multiplen Organhypoplasien, sodass der konventionelle Knockout
von YB-1 am Embryonaltag 18.5 letal ausgeht.[21][33] Entgegen unseren Erwartun-
gen Uberlebten YB-14RosaERT2-Mzuse Uber 12 Monate (Daten nicht gezeigt) und zeig-
ten keine Abweichungen bezlglich des Gewichts und im Hamatogramm vier Wochen
nach Tamoxifengabe. Insbesondere konnten auch keine makroskopischen Auffallig-
keiten am Fell und der Haut der Tiere festgestellt werden, obwohl Kwon et al. die es-
senzielle Mitbeteiligung von YB-1 in der Entwicklung und Regeneration der Haut
nachweisen konnten.[50] Histologisch konnte allerdings durch unsere Arbeitsgruppe
bei der Untersuchung der Epidermis von YB-14RosaERT2_Mausen eine deutlich redu-
zierte Hautdicke und gestorte Architektur nachgewiesen werden (Daten nicht ge-

zeigt).

Der Einfluss des Ybx1-Knockouts auf die Organfibrose.

Zur Untersuchung des Einflusses des Ybx1-Knockouts auf die Fibrosierung in der
Niere verwendeten wir in dieser Arbeit das Modell der unilateralen Ureterobstruktion,
da es zu den charakteristischen Pathomechanismen der tubulointerstitiellen Fibrose
fuhrt. Nach Obstruktion des Harnleiters kommt es zur Hydronephrose. Durch die
Druckschadigung wird eine Entzindung ausgeldst, mit Ausschittung inflammatori-
scher und pro-fibrotischer Zytokine und Infiltration von Immunzellen, besonders von
Makrophagen.[51] Kann diese Entziindung nicht beendet werden, kommt es zu tu-
bularem Zelltod sowie massiver Ablagerung von Extrazellularmatrix, der sogenann-
ten Organfibrose mit Untergang der Gewebearchitektur. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass ein konditional induzierbarer Ganzkérper-Knockout von
YB-1 den Prozess der tubulointerstitiellen Fibrose protektiv beeinflusst.

Der zellspezifische Knockout von YB-1 in Monozyten und Makrophagen (YB-14LysM)
fuhrte zu einer gesteigerten inflammatorischen Antwort mit verstarkter Fibrosierung,
durch die gesteigerte Ausschittung pro-inflammatorischer Mediatoren wie
RANTES/CCL5 oder MCP-1/CCL2 durch die YB-1 kompetenten Tubuluszellen.[35]
Es konnte in Ko-Kultivierung von YB-14tysM-Makrophagen und YB-1 kompetenten
Tubuluszellen eine erhdhte RANTES/CCL5 Produktion gemessen werden, wahrend
sich in der Ko-Kultivierung von Wildtyp-Makrophagen und YB-1 kompetenten Tubu-
luszellen eine Suppression von RANTES/CCLS zeigte. Hier konnte also gezeigt wer-

den, dass Makrophagen Uber die Fahigkeit zur Kommunikation mit den residenten
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Tubuluszellen verfigen, um diesen zu signalisieren, die Sekretion von Chemokinen
einzustellen. Dadurch kénnen Makrophagen die Produktion pro-inflammatorischer
Mediatoren regulieren. YB-14LysM-Makrophagen waren zu dieser Kommunikation
nicht mehr in der Lage, wodurch es zu einer anhaltenden Produktion von RAN-
TES/CCL5 kam. Der Ganzkorper-Knockout von Ybx1 zeigt erstaunlicherweise einen
gegensatzlichen Phanotyp zum zellspezifischen Knockout (YB-14LysM) nach Krank-
heitsinduktion. Es zeigte sich eine verringerte Expression von Chemokinen wie
RANTES/CCL5 und MCP-1/CCL2 mit geringerer Immunzellinfiltration und letztlich
geringerer Fibrose. Es lasst sich schlussfolgern, dass die Tubuluszellen zur Expres-
sion pro-inflammatorischer Mediatoren YB-1 bendtigen. Im  Ganzkorper-
Knockoutmodell ist YB-1 sowohl in Tubuluszellen als auch Makrophagen nicht mehr
vorhanden, sodass die Ausschiittung von RANTES/CCL5 supprimiert wird. Zur Er-
weiterung unseres Verstandnisses der zellspezifischen Wirkung von YB-1 sind wei-
terflhrende in vitro Experimente mit Ko-Kultivierung von Ybx1-Knockout-
Tubuluszellen mit Ybx1-Knockout-Makrophagen notwendig. Zur weiteren Untersu-
chung in vivo ist die Generierung zellspezifischer Knockout-Modelle mit YB-1 defizi-
enten Tubuluszellen mdglich. Weiterhin stellen Chimaren, bei denen YB-14RosaERT2.
Mausen YB-1 kompetente Makrophagen transplantiert werden, interessante ergan-
zende Experimente dar.

Eine Schadigung von Gewebe resultiert in zahlreichen zellspezifischen Mechanis-
men, die dieser Verletzung entgegenwirken sollen. Dies bendtigt oft die Infiltration
von Immunzellen. Nach Induktion einer sterilen tubulointerstitiellen Entziindungsreak-
tion (UUO-Modell) zeigen YB-14RosaERT2.Mause eine signifikant verringerte Infiltration
durch Leukozyten und besonders der Subpopulationen, wie Makrophagen und
Neutrophile, nach 14 Tagen. Interessanterweise konnten in den Hamatogrammen
mehr zirkulierende Monozyten im Blut im YB-14RosaERT2.\Modell nach 6 und signifikant
nach 14 Tagen nachgewiesen werden. Durch das Knochenmark werden vermehrt
Monozyten in den Blutstrom freigesetzt, um einen ausreichenden Nachschub fir den
Mangel an Makrophagen im Gewebe zu gewahrleisten. Da von den Monozyten zur
Gewebeinfiltration jedoch RANTES/CCL5 bendtigt wird und dieses im YB-14RosaERT2.
Modell verringert exprimiert wird, kommt es zu einer erhéhten Zahl an zirkulierenden
Monozyten im Blut bei einer geringen Zahl differenzierter Makrophagen im Gewebe.
Da nicht nur die Tubuluszellen pro-fibrotische Mediatoren ausschitten, spielen auch

die infiltrierenden Immunzellen (insbesondere die Makrophagen) eine bedeutende
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Rolle in der Entstehung der Fibrose, da sie nicht nur die Tubuluszellen schadigen,
sondern auch tber die Ausschuttung von pro-fibrotischen Mediatoren wie TGF-f indi-
rekt die Fibrosierung vorantreiben.[9] Im YB-14RosaERT2.Modell konnten wir eine Re-
duktion von TGF-, sowie der Kollagene 1 und 3 nachweisen. Als Ursache fir diese
Reduktion ist die geringere Infiltration durch die Makrophagen zu sehen, welche auch
im heterozygoten Ybx1*--Mausen nachgewiesen werden konnte.[36] Weiterhin kdnn-
te jedoch auch eine Veranderung des Makrophagen-Phanotyps vom pro-
inflammtorischen Typ M1 hin zum anti-inflammatorischen Typ M2 eine entscheiden-
de Rolle spielen.

In Folge der durch die unilaterale Ureterobstruktion ausgeldsten Immunprozesse
kommt es im Verlauf zu einer fortschreitenden Schadigung der Tubuluszellen mit an-
schlieRendem tubularem Zelltod. KIM-1 stellt einen sensitiven Marker fir akute Nie-
renschadigung dar, welcher in der gesunden Niere nicht exprimiert wird. Bei einer
Nierenschadigung kommt es zu einer starken Hochregulation von KIM-1 in Epithel-
zellen an der Grenze zum geschadigten Areal.[52] Aufgrund der niedrigeren Expres-
sion von KIM-1 gehen wir von einer verringerten tubuldren Schadigung in
YB-14RosaERT2_Mausen aus. mTOR, als wichtiger Mediator des Zellzyklus, sowie der
Proliferation und Regeneration nach akuter Nierenschadigung, zeigte sich in den
YB-14RosaERT2_Mausen trendmafig erhoht.[53] Die Hemmung von mTOR mittels Ra-
pamycin fuhrt zu einer Beeintrachtigung der Regeneration von Tubuluszellen nach
akuter Nierenschadigung.[54] Unpublizierte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen eine
Hochregulation von Ybx3 in den YB-14RosaERT2.Mzusen. Ybx3 stellt ein weiteres Mit-
glied der Familie der K&lteschockproteine dar. Ybx3 reguliert zahlreiche fibroserele-
vante Proteine, unter anderem auch mTOR. Eine gesteigerte Expression von mTOR
fuhrt zur Regeneration und Proliferation von Tubuluszellen nach einer Nierenschadi-
gung. Histologische Untersuchungen der Nieren zeigten, dass sich die YB-14RosaERT2_
Tubuluszellen im Vergleich zum Wildtyp infolge der unilateralen Ureterobstruktion
signifikant weniger von der Basalmembran ablosen. Ursachen hierfur kénnten eine
reduzierte Apoptoserate oder eine bessere Regeneration sein.
Bemerkenswerterweise konnte in vorausgegangenen Arbeiten ein zytoprotektiver
Effekt von YB-1 im Ischamie-Reperfusionsmodell festgestellt werden.[55]. Dieser Ef-
fekt steht den gewonnenen Erkenntnissen aus dieser Arbeit mit dem Modell der steri-
len tubuolointerstitiellen Nephritis entgegen. Es gibt jedoch einige Differenzen zwi-
schen den Arbeiten. Dong et al. untersuchten heterozygote Ybx1*--Mause, wahrend
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in der vorliegenden Arbeit ein Ybx1-defizientes Mausmodell verwendet wird. Aul3er-
dem erfolgte die Auslosung der Krankheit tber verschiedene Pathomechanismen,
zum einen einer akuten Ischamie Uber 30 Minuten, zum anderen Harnstauung tber 6
bzw. 14 Tage. Weiterhin werden durch die verschiedenen Pathogenesen auch unter-
schiedliche Zelltypen geschadigt, sodass hier auch die zelltypspezifischen Wirkungen

des Knockouts von Ybx1 einbezogen werden mussen.

5.2 Ausblick

In dieser Arbeit konnten wir die Auswirkungen eines YB-14R0saERT2 Ganzkdrperknock-
outs auf die Entstehung der tubulointerstitiellen Fibrose im Krankheitsmodell der uni-
lateralen Ureterobstruktion darstellen. Vorausgegangene Arbeiten hatten sich mit
dem Knockout von YB-1 in Monozyten und Makrophagen (YB-14LysM) beschéftigt,
wobei sich gegenséatzliche Ergebnisse zu dieser Arbeit ergaben.[35] Wahrend der
Ganzkorper-Knockout protektive Effekte im inflammatorischen Fibrosierungsprozess
zeigte, verstarkte der YB-14LysM -Knockout die Progression der Fibrose. In weiteren
Untersuchungen ware es daher von grof3em Interesse, chimare Mause zu untersu-
chen, bei denen ein Ganzkorperknockout generiert und YB-1 kompetente Monozy-
ten/ Makrophagen transplantiert werden. Dabei stellt sich die Frage, ob diese protek-
tiven Faktoren in Kombination ihre Wirkung noch verstarken wirden.

Um das Verstandnis der vielfaltigen Effekte von YB-1 in entziindlichen Erkrankungen
weiter zu vertiefen, sollen in Zukunft YB-14RosaERT2.Mause auch in anderen etablier-
ten Krankheitsmodellen untersucht werden. Im Lipopolysaccharid (LPS)-Modell wird
durch intraperitoneale LPS-Injektion eine septische Reaktion des Organismus ausge-
|6st. Die nephrotoxische Serumnephritis (NTS) fuhrt zu einer glomerularen Schadi-
gung mit glomerularer Fibrosierung.

YB-1 beeinflusst durch seine Fahigkeit, DNA und RNA zu binden, sowie nach Sekre-
tion parakrin wirksam zu sein, eine Vielzahl verschiedener Prozesse auch auf3erhalb
von Entziindungsreaktionen. Daher sollen weiterfiihrend die YB-14R0saERT2_Mause im
Alterungsprozess phanotypisiert werden bezuglich z.B. Uberleben, Gewicht, Blutbild-

veranderungen oder Blutdruck.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Das Y-box binding protein-1 (YB-1) stellt einen wichtigen Mediator in Entziindungs-
reaktionen und Fibrosierungsprozessen dar. YB-1 beeinflusst die Transkription und
Translation einer Vielzahl von Genen, wie z.B. der pro-inflammatorischen Gene
RANTES/CCL5 und PDGF-B sowie pro-fibrotischer Gene wie TGF-f3. Da der konven-
tionelle homozygote Knockout von Ybx1l embryonal letal endet, generierten wir eine
Rosa26CreERT2-induzierbare Ybx1 Knockout-Maus, um den Einfluss des Ganzkor-
perknockouts von YB-1 auf Zellfunktionen und Krankheitsentwicklung zu untersu-
chen. Als Krankheitsmodell diente die unilaterale Ureterobstruktion (UUO), welche
eine tubulointerstitielle Entziindung und progrediente Nierenfibrose auslost.

Die Cre-Rekombinase wurde durch einmalige Tamoxifengavage aktiviert. Der erfolg-
reiche Knockout konnte auf DNA, RNA und Proteinebene 28 Tage nach Induktion
nachgewiesen werden. Im Krankheitsmodell zeigte sich in Wildtyp-M&usen eine star-
ke Immunzellinfiltration, wahrend die YB-14RosaERT2.Knockout-Mause eine signifikant
geringere Infiltration von Leukozyten aufwiesen. Weiterfihrend konnten wir 14 Tage
nach UUO in der Sirius Rot Farbung eine signifikante Reduktion der Ablagerung von
Kollagenen im Extrazellularraum nachweisen. Zur Erweiterung unseres Verstandnis-
ses der Entziindung und Fibrose analysierten wir das entzindliche Mikromilieu (wie
TGF-B, RANTES/CCL5) in UUO-Nieren mittels quantitativer Echtzeit-PCR und Gene
Array. Alle Fibrose-relevanten Zytokine waren im Vergleich zu Wildtypen erniedrigt.
Zuséatzlich konnten wir histologisch zeigen, dass Tubuluszellen in YB-14RosaERT2.
Knockout-Mausen den Kontakt zur Basalmembran nach UUO signifikant besser bei-
behalten. Dies kénnte durch eine geringere Apoptose-Rate in YB-1 defizienten Zellen
erzielt werden.

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass eine einmalige Induktion der Cre-
Rekombinase ausreicht, um einen YB-1 Knockout zu generieren, der zu signifikanten
Veranderungen in der Immunzellinfiltration nach UUO fihrt. Zuséatzlich zeigten sich
signifikant weniger Kollagenablagerung und eine Reduktion Fibrose-relevanter Zyto-
kine. Zusammengefasst, erweitern diese Ergebnisse unsere Kenntnis Uber die Aus-
wirkungen von YB-1 auf die Immunantwort und Fibroseentstehung in der tubulo-

interstitiellen Nephritis.
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8. ANHANG

8.1 Anlagen

Lebende Zellen

SSC-A

Dublettenauschluss

FSC-H

E F\ Leukozyten

i

CD45

CD11b

CcD3

CD11b

F4/80

SSC-A

! 1 e

SSC-A

78 =

SSC-A

Anlage 1. Gating-Strategie in der Durchflusszytometrie
Zunachst wurden tote Zellen und Zelldebris ausgeschlossen. Dann erfolgte der Dubletten-
ausschluss. Anschlieend wurden die CD45* Zellen (Leukozyten) gegatet. Aus dieser Vor-
auswahl wurden die weiteren Subpopulationen differenziert: CD3" Zellen (T-Zellen) und
CD11b* Zellen (myeloide Zellen), sowie mittels CD11b, GR1 und F4/80 die Subpopulationen
von Neutrophilen (CD11b*, Gr1*), Monozyten (CD11b™, GR1*) und Makrophagen (CD11b*,

Grl, F4/80%).

T- Zellen

Myeloide Zellen

1 Makrophagen
2 Neutrophile

3 Monozyten
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