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Zusammenfassung 

 

Hintergrund: Die 2,3-Bisphosphoglyceratmutase (BPGM) synthetisiert in Erythrozyten 2,3-

BPG, welches durch Bindung an Hämoglobin dessen Sauerstoffaffinität verringert und somit 

die Abgabe erleichtert. Die BPGM beeinflusst daher die Sauerstoffverfügbarkeit aller Gewebe 

und Organe. Eine BPGM Funktion außerhalb von Erythrozyten wurde bisher nicht beschrieben. 

Ihre weitverbreitete evolutionäre Konservierung deutet jedoch auf eine potenzielle Rolle 

jenseits der Sauerstoffregulation hin. Transkriptomische Analysen zeigten eine unerwartete 

Expression der Bpgm in der Niere, welche unter Bedingungen des akuten Nierenversagens 

verstärkt wurde. Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion der BPGM in der Niere aufzuklären.  

Methoden: Zur funktionellen Untersuchung wurde ein tubulus-spezifisches, durch Doxycyclin 

induzierbares Bpgm-Knockout-Mausmodell (Pax8-rtTA/LC1-Bpgmflox/flox; kurz: Bpgm-KO) 

etabliert. Immunfluoreszenzbasierte Untersuchungen dienten der BPGM-Lokalisation, sowie 

der Dokumentation tubulärer Schäden nach Bpgm-KO (bspw. anhand der Schadensmarker 

KIM-1 und NGAL). Histologische Analysen (PAS- und Pikro-Siriusrot Färbungen) wurden zur 

strukturellen Darstellung und dem Nachweis fibrotischer Veränderungen verwendet. 

Proteomische Untersuchungen mit Genanreicherungsanalysen dienten zur Untersuchung der 

zugrundeliegenden Signalwege. Die Verifizierung regulierter Signalwege erfolgte mit Hilfe 

immunfluoreszenzbasierter Verfahren und quantitativer PCR.  

Ergebnisse: Die renale BPGM Expression konnte in distalen Abschnitten des Tubulussystems 

der Maus lokalisiert werden, was in Einzelsequenzierungsanalysen auch bei humanen Nieren 

nachgewiesen werden konnte. Ein induzierbarer Knockout von Bpgm führte innerhalb von vier 

Tagen zur signifikanten Schädigung der proximalen Tubuli, zur Erhöhung molekularer 

Schädigungsmarker und, nach 8 Tagen, zu renaler Fibrose. Proteomische Analysen zeigten, 

dass der Knockout von Bpgm zu einem übersteigerten Glukosestoffwechsel und 

Entzündungsreaktionen führte. Darüber hinaus wurde ein komplexes Zusammenspiel zwischen 

verschiedenen Nephronsegmenten und Immunzellen beobachtet. Als mögliche Signalgeber 

konnten dabei Advanced Glycation End-Products (AGEs) identifiziert werden.  

Fazit: Diese Studie zeigt, dass die Expression der BPGM in Tubuluszellen der Niere eine 

entscheidende Rolle zur Aufrechterhaltung der Nierenhomöostase spielt. Über die tubuläre 

BPGM-Aktivität werden wichtige Stoffwechselwege und Immunantworten in der Niere 

beeinflusst. Die Aufklärung der weitreichenden Konsequenzen des Bpgm-KO betont die 

Bedeutung der glykolytischen Stoffwechselregulation für die Nieren- (patho-) Physiologie. 
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Abstract 

 

Background: The enzyme 2,3-bisphosphoglycerate mutase (BPGM) produces 2,3-BPG in 

erythrocytes, which, by binding to hemoglobin, decreases its oxygen affinity, thereby 

facilitating oxygen delivery to tissues. BPGM thus influences the oxygen availability of all 

tissues and organs. Although a function for BPGM outside erythrocytes has not been described, 

its conservation across organisms suggests additional roles. Transcriptomic analyses revealed 

an unexpected expression of Bpgm in the kidney, which was enhanced under conditions of acute 

kidney failure. The aim of this study was to elucidate the function of BPGM in the kidney.  

Methods: For functional investigation, a tubular-specific, doxycycline-inducible Bpgm 

knockout mouse model (Pax8-rtTA/LC1-Bpgmflox/flox; abbreviated as Bpgm-KO) was 

established. Immunofluorescence-based investigations were used for BPGM localization and 

documentation of tubular damage after Bpgm-KO (e.g., using damage markers KIM-1 and 

NGAL). Histological analyses (PAS and Picro-Sirius Red staining) depicted structural and 

fibrotic changes. Proteomic investigations with gene enrichment analyses served to examine 

the effects of tubular Bpgm knockout and the underlying signaling pathways. Verification of 

regulated pathways was done using immunofluorescence and quantitative PCR.  

Results: Renal BPGM expression was localized to distal segments of the mouse tubular system, 

which was also confirmed in human kidneys through single cell sequencing analyses. An 

inducible knockout of Bpgm led to significant proximal tubular damage, increased molecular 

damage markers within four days, and, following 8 days, renal fibrosis. Proteomic analyses 

showed that the knockout of Bpgm resulted in excessive glucose metabolism and inflammatory 

responses. Furthermore, a complex interplay between different nephron segments and immune 

cells was observed and AGEs (advanced glycation end-products) were identified as potential 

signaling mediators.  

Conclusion: This study shows that BPGM expression in kidney tubular cells is crucial for 

maintaining kidney homeostasis. Tubular BPGM activity influences important metabolic 

pathways and immune responses in the kidney. Elucidating the far-reaching consequences of 

Bpgm knockout underscores the significance of glycolytic metabolic regulation for kidney 

(patho-)physiology. 



1 

 

1 Einleitung 

 

1.1 Die Niere 

 

Die Niere als Exkretionsorgan spielt nicht nur bei der Ausscheidung von Wasser und der 

einhergehenden Regulation des Volumenhaushalts des Körpers eine wichtige Rolle,1,2 sie reguliert 

weiterhin die Ausscheidung von Stoffwechselabbauprodukten und anderer Toxine.1,3 Neben 

diesen Funktionen besitzt die Niere die Fähigkeit den Säure-Basen- sowie den Salz-Haushalt des 

Körpers zu regulieren bzw. im Gleichgewicht zu halten.3 Weiterhin besitzt die Niere auch eine 

endokrine Funktion, wie bspw. die Synthese von Erythropoetin zur Blutbildung, Renin zur 

Regulation des Blutdrucks über das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) oder auch das 

aktive Vitamin D3 (Calcitriol).2,3 Aufgrund der vielfältigen Aufgaben der Nieren in verschieden 

physiologischen Abläufen des Körpers sind Nierenerkrankungen sehr komplex und vielschichtig.4 

Das akute und chronische Nierenversagen sind zwei sehr schwierig zu behandelnde Erkrankungen, 

welche in den letzten Jahren als globales Gesundheitsproblem immer mehr an Bedeutung 

gewannen.4,5 Eine Studie von Foreman et al. zeigte beispielsweise, dass chronisches 

Nierenversagen im Jahr 2016 auf Platz 16 der Gründe für den höchsten Verlust an Lebensjahren 

lag. Die Prognose deutet darauf hin, dass chronisches Nierenversagen bis 2040 auf Platz 5 

ansteigen wird.6   

 

 

1.1.1 Aufbau der Niere 

 

Die Nieren stellen ein paariges Organsystem dar. Sie gliedern sich von außen nach innen in Cortex 

(Nierenrinde), Medulla (Nierenmark) und Pelvis (Nierenbecken).7 Die Medulla lässt sich dabei 

erneut in äußeres (bestehend aus inneren und äußeren Streifen) und inneres Mark (bestehend zum 

größten Teil aus der Papille) unterteilen.8 Im Cortex und der Medulla liegen die funktionellen 

Einheiten der Niere: die Nephrone, von denen jede Niere etwa 1 Mio. besitzt.8 Vom Nierenbecken 

ausgehend beginnt der Harnleiter, welcher den von den Nephronen gebildeten Urin zur Harnblase 

weiterleitet.7  

Ein Nephron besteht aus einem Nierenkörperchen mit der Bowman-Kapsel und dem 

Glomerulus, dem proximalen Tubulus (unterteilt in Segment 1 bis 3), dem dünnen absteigenden 

Teil der Henle-Schleife, dem dünnen sowie dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife, dem 

distalen Tubulus und einem Verbindungstubulus zum Sammelrohr (Abbildung 1). Über das 
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Nephron hinweg finden in der Niere verschiedene Resorptions- und Sekretionsprozesse statt, in 

denen der in den Nierenkörperchen gebildete Primärharn aufkonzentriert wird - bis am Ende, je 

nach Wasser- und Elektrolytbilanz des Körpers, ca. 1 % des Filtrates ausgeschieden wird.3 Im 

Folgenden wird detaillierter auf die einzelnen Funktionen der Nephronsegmente eingegangen. 

Das Nierenkörperchen (renal corpuscle) stellt den Beginn des Nephrons dar und ist die 

funktionelle Einheit, bei der das Blutplasma gefiltert wird und der Primärharn entsteht.7 Ein 

Nierenkörperchen besteht aus einem kapillaren Gefäßknäul (Glomerulus) sowie einer 

umhüllenden Bowman-Kapsel.7 Weiterhin besitzen Glomeruli jeweils einen vaskulären Pol mit 

einer afferenten (Vas afferens) sowie efferenten (Vas efferent) Arteriole sowie einen Harnpol, an 

welchen sich die proximalen Tubuli anschließen.3,8 Der glomeruläre Filter besteht aus einer 

fenestrierten Endothelschicht, der dreischichtigen Basalmembran und aus Podozyten.3 Über die 

Basalmembran hinweg werden kleine Moleküle (< 4 nm oder < 50 kDa) wie Wasser, Elektrolyte, 

Glukose, Bikarbonate, Aminosäuren, Harnstoff und Kreatinin frei filtriert.7,9 Im Gegensatz dazu 

können größere Blutbestandteile wie Proteine und Zellen wegen ihrer Ladung bzw. ihrer Größe 

nicht frei filtriert werden.7          

Am Harnpol der Nierenkörperchen beginnt das Tubulussystem mit den proximalen Tubuli 

(PT), welche in ihrer Gesamtheit den größten Anteil an Zellen der Niere ausmachen.10 Der PT ist 

hauptsächlich kortikal gelegen und läßt sich in einen gewundenen (Segment 1-2; Pars convoluta) 

und einen geraden (Segment 3; Pars recta) Abschnitt unterteilen, wobei sich Letzterer bis in den 

Außenstreifen der äußeren Medulla erstreckt.11 Ein typisches Merkmal des PT ist der ausgeprägte 

Bürstensaum, welcher die Oberfläche der luminalen Epithelzellen vergrößert und die 

Resorptionskapazität erhöht.3,7 Bereits im PT werden über einen Natrium-getriebenen 

Massentransport, welcher durch die ATP-abhängige Natrium-Kalium-Pumpe angetrieben wird, 

enorme Mengen filtrierter Substanzen wieder resorbiert (bspw. >65 % NaCl, 90 % Bikarbonat, 

nahezu 100 % Glukose). Aufgrund der hohen Wasserpermeabilität des PT, wird von den ca. 180 

Litern Primärharn pro Tag bereits über 65 % des Wassers in diesem Abschnitt wieder resorbiert.8,12 

Um den dafür nötigen Energieverbrauch sicher zu stellen, besitzen die Zellen des PT daher eine 

große Dichte an Mitochondrien und müssen ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden.13 Der PT 

steht zudem noch im Dienste der Blutglukosehomeostase (insbesondere im Hungerstoffwechsel), 

so dass überwiegend Enzyme der Glukoneogenese synthetisiert werden und die PT-Zellen 

dementsprechend keine bzw. kaum Glykolyse betreiben können. Dadurch ist der PT besonders 

vulnerabel gegenüber einer inadäquaten O2-Versorgung, da er nicht ohne Weiteres auf einen 

anaeroben Stoffwechsel umschalten kann.13,14  



3 

 

 

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Nephrons. Diagramm eines Nephrons und seiner Lage innerhalb der 

adulten Niere.  

 

An das Segment 3 des proximalen Tubulus, den sogenannten dicken absteigenden Teil der 

Henle-Schleife, schließt sich der dünne absteigende sowie der dünne und dicke aufsteigende Teil 

der Henle-Schleife an (Abbildung 1). Mit Hilfe der Henle-Schleife wird in der Medulla durch die 

Aufkonzentrierung von Natriumchlorid (NaCl) und Harnstoff ein hoher osmotischer Gradient 

aufgebaut, welcher im weiteren Verlauf im Sammelrohr für die Wasserresorption benötigt wird.7 

Im Detail diffundiert dabei im dünnen absteigenden Teil der Henle-Schleife Wasser passiv in den 

interstitiellen Raum mit gleichzeitigem Eindringen von Harnstoff und NaCl in das Lumen des 

Nephrons.8 Im dünnen aufsteigenden Teil der Henle-Schleife, welcher wasserundurchlässig ist, 

diffundiert im Gegensatz dazu NaCl passiv in den interstitiellen Raum.8 Dabei entstehen 

hyperosmolare Bedingungen von bis zu 1200 mosmol/l (Interstitium des Cortex: 290 mosmol/l) 

in der Medulla der Niere.7 Hierbei handelt es sich um ein Gegenstromprinzip, welches je länger 
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die Henle-Schleifen sind, einen großen Konzentrationsgradienten aufbauen kann.3,9 Sich am 

dünnen aufsteigenden Teil anschließend liegt der dicke aufsteigende Teil der Henle-Schleife 

(TAL, englisch „thick ascending limb of the loop of Henle“). Der TAL ist wasserundurchlässig 

und leistet aufgrund der Resorption von Natrium und Chlorid (etwa 25 % der filtrierten Menge) 

über den NKCC2 -Transporter einen wichtigen Beitrag zum Aufbau des osmotischen Gradienten 

im Nierenmark.15 Weiterhin werden im TAL noch über den parazellulären Transportweg weitere 

Elektrolyte wie Kalium (K+), Calcium (Ca2+) und Magnesium (Mg2+) resorbiert.16 Der TAL besitzt 

außerdem eine Verbindungsstelle zum vaskularen Pol des Glomerulus, deren Zellen als Macula 

densa bezeichnet werden.17 An der Macula densa wird die im Lumen des TAL vorhandene NaCl 

Konzentration des Harns bestimmt, woraufhin die Glomeruläre Filtrationsrate (GFR) der 

Rückresorptionsrate über die Freisetzung von Adenosin angepasst werden kann. Dieses System 

wird als tubuloglumerulärer Feedback Mechanismus bezeichnet.18   

Sich nach der Macula Densa des TAL anschließend beginnt im Cortex der Niere der 

gewundene Teil des distalen Tubulus (DCT, englisch „distal convoluted tubule“).17 Im DCT 

beginnt die Hormon-regulierte Wasser- und NaCl Resorbtion, bspw. durch den DCT spezifischen 

Na+-Cl- Co-Transporter (NCC), welcher durch Aldosteron reguliert werden kann.7,19,20 Durch 

seine Fähigkeit 5 - 10 % des gefilterten NaCl zu resorbieren, beeinflusst der DCT im weiteren 

Verlauf auch den Blutdruck.21 Durch die Inhibition des NCC kann daher bspw. mittels eines 

Thiaziddiuretikums die Bluthochdruckbehandlung unterstützt werden.22 

Nach dem DCT schließt sich im Nephron der Verbindungstubulus (CNT, englisch 

„connecting tubule“) und das Sammelrohr an.8 Dieser Abschnitt besteht aus 2 verschiedenen 

Epithel-Zelltypen, die in Hauptzellen und Schaltzellen unterteilt werden.23 Für das Nephron haben 

der CNT und das Sammelrohr eine große Bedeutung, da hier die finale Regulation der NaCl- und 

Wasser-Bilanzierung stattfindet.23 Die Hauptzellen sind verantwortlich für die Resorption von 

NaCl über den Epithelialen Natriumkanal (ENaC, englisch „epithelial sodium channel“)23,24, 

während die Schaltzellen an der Cl-Resorption und der Regulation des Säure-Basen Haushalts 

beteiligt sind.23,25 Durch den in der Henle-Schleife aufgebauten osmotischen Gradienten, kann aus 

dem Sammelrohr Wasser resorbiert werden.7 Das für Wasser eigentlich undurchlässige 

Sammelrohr, kann durch Einbau von Aquaporin-2 in die luminale Membran durchlässig für 

Wasser gemacht werden, was einer hormonellen Kontrolle durch das Antidiuretische Hormon 

(ADH, alias Vasopressin) unterliegt.9,26 Zusammengenommen ist dieser Tubulusabschnitt somit 

wesentlich für die Urinkonzentrierung und für die Feinregulation des Elektrolyt-Haushalts 

zuständig.26    
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1.1.2 Die Niere und ihr Metabolismus 

 

In den meisten Zellen unseres Körpers kann der Energiestoffwechsel sowohl aerob (unter 

Sauerstoffverbrauch: oxidative Phosphorylierung) als auch anaerob (sauerstoffunabhängig: 

Glykolyse) erfolgen. In der Niere ergeben sich jedoch Besonderheiten, so dass in den 

verschiedenen Abschnitten des Tubulus-Systems verschiedene Stoffwechselwege zur ATP-

Produktion verwendet werden müssen.27 Neben der Leber erfolgt auch im PT durch 

Glukoneogenese die Synthese von Glukose, bspw. aus Aminosäuren.28,29 Aufgrund der 

Glukoneogenese-Aktivität werden Enzyme des gegenläufigen Prozesses (der Glykolyse) nicht 

bzw. kaum exprimiert. Somit müssen PT-Zellen ihren (aufgrund der enormen Resorptionsleistung 

sehr hohen) Energiebedarf über die oxidative Phosphorylierung insbesondere von Fettsäuren 

decken.27,30,31 Obwohl die Nieren nur ca. 0,5 % der Körpermasse ausmachen, verbrauchen sie ca. 

10 % des aufgenommenen Sauerstoffs durch Zellatmung.32 PT-Zellen sind somit sehr empfindlich 

für hypoxische Bedingungen, obwohl sie auch unter zellulärem Stress kleine Mengen ihrer ATP 

Produktion über die anaerobe Glykolyse generieren können. Letzteres scheint für das Überleben 

der Zellen sowie anschließender Reparationsprozesse notwendig zu sein.27,33 Einen weiteren 

Abschnitt des Tubulussystems mit einer Stoffwechselbesonderheit stellt der Teil der Henle-

Schleife im inneren Mark juxtamedullärer Nephrone dar. Im inneren Mark ist der 

Sauerstoffpartialdruck (pO2) physiologisch sehr niedrig, so dass die Tubuluszellen in diesem 

Bereich auf einen glykolytischen Stoffwechsel angewiesen sind.32  

 

1.1.3 Akutes Nierenversagen 

 

Etwa 20 % hospitalisierter Patienten und mehr als 50 % der Patienten auf den Intensivstationen 

erleiden ein akutes Nierenversagen (ANV), welches je nach Schweregrad einen negativen Einfluss 

auf die zukünftige Nierenfunktion sowie auf das Überleben der Patienten hat.34,35 Ein ANV beginnt 

zumeist asymptomatisch und erfordert eine engmaschige Überwachung der Nierenfunktion.35 Von 

einem ANV spricht man bei einer sich akut verschlechternden Nierenfunktion, welche durch eine 

Abnahme der GFR gekennzeichnet ist. Einer der klinisch wichtigsten Parameter zur Bestimmung 

der Nierenfunktion ist die Zunahme der Kreatininkonzentration über die Zeit.36 Unter 

Berücksichtigung des Kreatininanstiegs im Serum und der verminderten Harnproduktion werden 

drei Schweregrade des ANV unterschieden.37 Grundsätzlich werden die Ursachen zur Auslösung 

eines ANV in prä-renal (bspw. Volumenmangel), renal (bspw. Ischämie, Sepsis, Rhabdomyolyse) 

und post-renal (bspw. Obstruktionen der harnabführenden Wege) unterschieden. Auf den 
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Intensivstationen wird als häufigste Ursache eines ANV die Sepsis genannt.38 Weitere 

Risikofaktoren sind: eine große Operation (Blutverlust), ein Kardio-Renales Syndrom (eine Herz-

Nieren-Schwäche), eine Unterversorgung der Niere mit Sauerstoff aufgrund verschiedener 

Auslöser (Hypoxie), verschiedene Nephrotoxine (Schmerzmittel, Kontrastmittel), 

inflammatorische Prozesse lokal in der Niere oder systemisch, Dehydrierung, oder ein Anstieg des 

intraabdominellen Drucks.38 Kreatinin wird in der Niere frei filtriert, jedoch nicht rückresobiert.39 

Somit zeigt ein Anstieg im Plasma-Kreatinin eine Abnahme der GFR und damit eine nicht mehr 

ausreichende Nierenfunktion (Filtrationsleistung) an.40 Kreatinin als Biomarker zur Erkennung 

eines ANVs gilt jedoch als wenig sensitiv, da erst nach mehreren Tagen post-ANV ein Anstieg zu 

erkennen ist.41 Limitierend ist weiterhin, dass der Wert erst ansteigt, wenn ca. 50 % der 

Nierenfunktion bereits reduziert ist.40 Aufgrund dieser Limitierung wird intensiv nach weiteren 

Biomarkern im Blut sowie Urin gesucht, welche frühe Stadien des ANV anzeigen.41 Nach der 

Konsenskonferenz der Acute Disease Quality Initiative wurden 3 Typen von Biomarkern für die 

Identifikation eines ANV klassifiziert und empfohlen.41,42 Hierbei wurden die Biomarker unterteilt 

in Stressmarker, welche den zellulären Stress anzeigen, wie zum Beispiel Dickkopf-3, die Gewebe 

Metalloproteinase-2 oder IGFBP7 (englisch „Insulin-like Growth Factor Binding Protein 7“).41,42 

Weiterhin sind sie in Schadensmarkern unterteilt, welche unter strukturellen Schäden der Niere 

vermehrt exprimiert werden.41,42 Beispiele für Schadensmarker sind unter anderem KIM-1 

(englisch „Kidney Injury Molecule-1“), IL-18 (Interleukin-18), oder NGAL (englisch „Neutrophil 

Gelatinase-associated Lipocalin“).41,42 Als letzte Kategorie der Biomarker wurden die 

funktionellen Marker (zum Beispiel Cystatin C oder Proenkephalin A) genannt, welche mit 

Veränderungen der glomerulären Filtrationsrate einhergehen.41,42 Insbesondere der Biomarker 

KIM-1 hat als ANV Biomarker in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. So wurde, im 

Hinblick auf die präklinische Medikamentenentwicklung, KIM-1 von der Amerikanischen 

Behörde für Lebensmittelsicherheit als ANV Biomarker zugelassen.43–45 KIM-1 ist ein 

transmembranes Glykoprotein, welches in kleinen Mengen in der Niere und anderen Organen 

exprimiert wird.43,46 So konnte bspw. nach renaler Ischämie eine stark erhöhte Expression von 

KIM-1 in den geschädigten Zellen des PT festgestellt werden.45,46  

In vitro Experimente in Maus PT-Zellen zeigten, dass eine Verringerung der ATP 

Versorgung von 25 – 70 % in Apoptose (programmierter Zelltod) mündet sowie mit weiterer 

sinkender ATP Versorgung (unter 15 %) die Zellen nekrotisch wurden.47 Es konnte jedoch auch 

gezeigt werden, dass PT-Zellen de-differenzieren können, wodurch womöglich auch die Fähigkeit 

zum anaeroben Energiestoffwechsel wiedererlangt wird und sich die Zellen somit retten bzw. 

regenerieren können.14 Wird jedoch die Regeneration unterbrochen oder scheitert zum Beispiel 
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während eines massiven ANVs, kann das zu tubulärer Fibrose führen, welche die Progression 

eines chronischen Nierenversagens begünstigt.48,49 Ein ANV zu behandeln bedarf einer genauen 

Ursachenuntersuchung. Eine medikamentöse Kausaltherapie des ANV ist aktuell leider nicht 

möglich. Ein Hauptaugenmerk liegt daher auch auf der Prävention.35  

Mechanistische Untersuchungen zeigen prominente Einflüsse von Apoptose-Signalwegen, 

reaktiven Sauerstoffradikalen und Entzündungsreaktionen in der Pathogenese des akuten 

Nierenversagens.50 In einem Genexpressions-Vergleich von sechs Modellen, die zum ANV führen 

(gram-negative Sepsis, gram-positive Sepsis, Ischämie-Reperfusion, Hypertonie, Rhabdomyolyse 

und Cisplatin-Toxizität), konnte durch Gen-Ontologie-Anreicherungsanalyse eine 

Übereinstimmung in allen Modellen für die schädlichen Prozesse Hypoxie, oxidativer Stress und 

Entzündung sowie für die zellulären Ereignisse Apoptose und Gewebeumbau in Form des 

epithelial-mesenchymalen Übergangs kategorisiert werden.51 Eine bedeutende Rolle in diesen 

Prozessen kommt der Aktivierung von Immunzellen, insbesondere Makrophagen, zu.52 Aufgrund 

der hohen Komplexität der Niere und den diversen Ursachen für ein ANV, ist jedoch weiterhin 

eine intesive Forschungstätigkeit in diesem Bereich nötig um unser Verständnis zu erweitern und 

neue Therapieansätze zu entwickeln.  

Im Rahmen solcher Untersuchungen zum ANV, ausgelöst durch Rhabdomyolyse, und dem 

Einfluss des Von-Hippel-Lindau (VHL) Proteins auf die Niere, hat die Arbeitsgruppe um Fähling 

et al. eine spannende Entdeckung gemacht.53 Neben der Erkenntnis, dass eine durch VHL-

Knockout vermittelte Aktivierung des Hypoxia Inducible Factors (HIF) gegen ein ANV schützt, 

fiel bei der Betrachtung der in der Arbeit durchgeführten transkriptomischen Analysen eine 

Hochregulation des Enzyms 2,3-Bisphosphoglyceratmutase (BPGM) im Rhabdomyolyse-

induzierten ANVs auf (unpubliziert). Von dem Enzym war bislang ein renales Vorkommen 

unbekannt, wodurch BPGM und seine Funktionen in der Niere zum Forschungsschwerpunkt 

dieser Dissertation wurde. 

 

1.2 Die 2,3-Bisphosphoglyceratmutase (BPGM) 

 

1.2.1 Die Struktur und Funktion von BPGM 

 

Die BPGM ist ein trifunktionales glykolytisches Enzym, welches Mutase-, Phosphatase- und 

Synthase-Aktivitäten kombiniert, wobei die Synthase-Aktivität gegenüber den anderen unter 

normal-physiologischen Bedingungen überwiegt.54 Über seine Mutase Aktivität katalysiert BPGM 
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die Umwandlung von 3-Phosphoglycerat (3-PG) zu 2-Phosphoglycerat (2-PG), jedoch mit einer 

sehr geringen Rate. In seiner zweiten Aktivität, als Phosphatase, hydrolysiert BPGM das Metabolit 

2,3-Bisphosphoglycerat (2,3-BPG) zu 3- oder 2-PG und einem Phosphat. Das erzeugte Phosphat 

ist entscheidend für die primäre Umwandlung von 3-PG in 2-PG in der Glykolyse durch 

Aktivierung der Phosphoglycerat-Mutase 1 (PGAM1).55–57 Oslund et al. konnten in verschiedenen 

Säugerzelllinien zeigen, dass eine Deletion der BPGM in vitro zu einer Erhöhung der PGAM1 

Aktivität sowie erhöhten 3-PG Leveln führte, was im weiteren Verlauf eine erhöhte Serin 

Biosynthese bewirkte.56 Die Hauptfunktion von BPGM in der Synthase-Aktivität besteht darin, 

durch die Umwandlung des Glykolyse-Zwischenprodukts 1,3-Bisphosphoglycerat (1,3-BPG) 

hohe Konzentrationen von 2,3-BPG zu erzeugen (Abbildung 2).54 Dieser als Rapoport-Luebering-

Zyklus beschriebene Nebenweg der Glykolyse wurde erstmals von Samuel Mitja Rapoport und 

Janet Luebering 1951 in Erythrozyten beschrieben.58 In menschlichen Erythrozyten macht der 

Rapoport-Luebering-Zyklus etwa 15-25 % des Gesamtflusses durch die Glykolyse aus.59 Das 

produzierte 2,3-BPG ist essentiell für die Regulation der Sauerstoffaffinität zum Hämoglobin 

durch direkte Bindung an das Hämoglobin-Tetramer in Erythrozyten.59,60 Diese allosterische 

Wirkung von 2,3-BPG nimmt somit maßgeblichen Einfluss auf die Sauerstoffverfügbarkeit des 

Gewebes. 

 

 

Abbildung 2: Der Rapoport-Luebering Zyklus der Glykolyse. BPGM wandelt über seine Synthase-Aktivität 1,3-

BPG zu 2,3-BPG um. Weiterhin hydrolysiert BPGM 2,3-BPG zu 3- oder 2-PG und einem Phosphat mithilfe seiner 

Phosphatase-Aktivität. Das erzeugte Phosphat ist entscheidend für die primäre Umwandlung von 3-PG in 2-PG in der 

Glykolyse durch Aktivierung der Phosphoglycerat-Mutase 1 (PGAM1). Über seine Mutase-Aktivität katalysiert 

BPGM die Umwandlung von 3-Phosphoglycerat (3-PG) zu 2-Phosphoglycerat (2-PG), jedoch mit einer sehr geringen 

Rate.  
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Hohe Konzentrationen von 2,3-BPG senken die O2-Affinität des Hämoglobins, was durch 

eine Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindungskurve dargestellt wird (Abbildung 3). Ein im 

klinischen Sinne verwendbares Maß für die O2-Hb-Affinität ist der P50 Wert, welcher den pO2 bei 

Halbsättigung (50 %) des Hämoglobins mit O2 darstellt. Der P50-Normalwert beim Menschen liegt 

bei etwa 27 mmHg. Bei niedrigen 2,3-BPG-Spiegeln in den Erythrozyten ist die 

Sauerstoffaffinitätskurve nach links verschoben, was durch einen verringerten P50 gekennzeichnet 

ist. Die Abgabe von Sauerstoff an das Gewebe ist bei Linksverschiebung erschwert.61–64 Unter 

normalen Bedingungen beträgt die Konzentration von 2,3-BPG etwa 4,13–19,4 µmol/g Hb, jedoch 

zeigt sich bei verschiedenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen65–67, großer Höhe68 oder Hypoxie69,70 

dass die Konzentration aufgrund von Änderungen des Blut-pH-Werts und dem Vorhandensein 

spezifischer Metabolite erhöht werden kann.61,71,72 Lui et al. untersuchten in diesem 

Zusammenhang die molekularen Mechanismen, die Änderungen des 2,3-BPG-Spiegels in der 

Höhenlage zugrunde legen.73 Anhand verschiedener in vivo- und in vitro-Mausmodelle sowie 

Humanstudien konnten sie zeigen, dass aufgrund von Hypoxie in großer Höhe die Aktivität von 

löslichem CD73 und Plasma-Adenosin schnell ansteigt, was zu signifikant höheren Erythrozyten-

2,3-BPG-Spiegeln und einem höheren Sauerstoffgehalt im Gewebe führt. Darüber hinaus konnten 

sie darstellen, dass die Erhöhung der extrazellulären Adenosin-Signalübertragung über den in 

Erythrozyten exprimierten Adenosin-A2B-Rezeptor (ADORA2B) zur sequentiellen Aktivierung 

der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) führt. AMPK ist ein wichtiger Regulator der 

zellulären Energiehomöostase, der Stoffwechselwege reguliert, um die Nährstoffversorgung mit 

dem Energiebedarf in Einklang zu bringen.74,75 Durch AMPK vermittelte Phosphorylierung der 

BPGM wird die Aktivität erhöht und die 2,3-BPG Produktion gesteigert.73 

Fujita et al.76 beschrieben die Inaktivierung von Erythrozyten-BPGM über die Glykation, 

indem sie Diabetiker untersuchten und eine in vitro-Analyse durchführten. Glykation ist ein 

Prozess, bei dem reduzierende Zucker, die chemisch an primäre Aminogruppen von Proteinen 

gebunden sind, chemisch instabile Schiffsche Basenbindungen bilden. Diese sogenannten 

Amadori-Produkte oder auch AGEs (englisch „advanced glycation end products“) können unter 

anderem durch Umlagerung oder Autooxidation abgebaut werden.77–79 Während die Inkubation 

mit reduzierenden Zuckern (Glucose und Fructose) alle drei enzymatischen Aktivitäten von 

BPGM verringerte, führte die Inkubation mit einem nicht reduzierenden Zucker (Sorbit) zu keinen 

Änderungen der enzymatischen Aktivität des Enzyms. Die Wissenschaftler fanden heraus, dass 

BPGM in vivo auf Lys158 und in vitro auf Lys2, Lys4, Lys17, Lys42, Lys158 und Lys196 glykiert 

werden kann, was zum Verlust der enzymatischen Aktivität führt.76  
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Zusammenfassend zeigen uns diese Ergebnisse, wie die BPGM-Aktivierung und -Inaktivierung 

unter bestimmten Bedingungen wie Höhenaufenthalt und Diabetes mellitus erfolgt. Die genaue 

Regulation der BPGM Expression ist jedoch noch unbekannt. 

 

 

Abbildung 3: Sauerstoffbindungskurve. Die Sauerstoffaffinität des Hämoglobins wird durch eine 

Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindungskurve gesenkt. Eine Linksverschiebung der Kurve bewirkt daher eine 

Erhöhung der Sauesrstoffaffinität des Hämoglobins.  

 

1.2.2 BPGM Mutationen 

 

Humane BPGM-Mutationen kommen nur sehr selten vor. Rosa et al. berichteten erstmals 1978 

über den Fall eines 42-jährigen Franzosen mit vollständigem BPGM-Defizit.62 Sie konnten zeigen, 

dass der 2,3-BPG-Spiegel in seinen Erythrozyten unter 3 % der normalen Werte lag, was zu einer 

nach links verschobenen Sauerstoffdissoziationskurve und einem verringerten P50 von 17,3 mmHg 

führte.62 Der Hämoglobinwert des Patienten betrug 19,0 g/dl. Aufgrund des Fehlens von BPGM 

und des dadurch reduzierten 2,3-BPG-Spiegels entwickelte der Patient eine mäßige 

kompensatorische Erythrozytose und eine erhöhte Erythrozyten-Sauerstoffaffinität. Unabhängig 

davon zeigte der Patient keine Anzeichen einer Hämolyse oder Hypoxämie und wies eine normale 

körperliche Aktivität auf. Interessanterweise zeigten seine Kinder 50 % der normalen BPGM-

Aktivität und erniedrigte 2,3-BPG-Spiegel. Es wurde gezeigt, dass das Fehlen von BPGM und 

damit 2,3-BPG, Auswirkungen auf die Metabolite der Erythrozyten-Glykolyse hatte. Im Einzelnen 



11 

 

zeigten die Erythrozyten des Patienten und seiner Kinder hohe Konzentrationen von 3-PG, 

Triosephosphaten und Fructose-1,6-diphosphat sowie niedrige Konzentrationen von sowohl 

Glucose-6-phosphat als auch Fructose-6-phosphat. Darüber hinaus war die ATP-Menge höher und 

Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat (AMP) niedriger als normal. Rosa et al. 

kamen zu dem Schluss, dass aufgrund des Fehlens von BPGM die Gesamtmenge an 1,3-BPG für 

die Phosphoglyceratkinase (PGK) zu Verfügung steht, was zu einem Anstieg der Glykolyse und 

mehr ATP führt.62 Die DNA-Analyse des Patienten ergab zwei Mutationen im BPGM-Gen. Die 

erste Mutation war von Arginin zu Cystein bei der Aminosäure Glu-89, die zu einer Substitution 

von Cystein zu Tyrosin bei Nukleotid 413 führte. Die Glu-89 befindet sich an der aktiven 

Bindungsstelle des Enzyms, was einen Verlust der Enzymaktivitäten von BPGM zur Folge hatte. 

Die zweite Mutation war eine Frame-Shift-Mutation.57,80–82 Sechs Jahre später entdeckten 

Galacteros et al. in Zusammenarbeit mit Raymonde Rosa neue Fälle von vollständigem BPGM-

Mangel in Verbindung mit Erythrozytose in zwei nicht verwandten Familien.83 Wie im ersten Fall 

von Rosa et al. 1978, entwickelten die Patienten hohe ATP-Spiegel und die gleichen 

Veränderungen der glykolytischen Zwischenspiegel.62,83 Im Gegensatz zu diesen Fällen haben 

Hoyer et al. 2004 über den ersten Fall eines 28-jährigen Mannes berichtet, mit einer rezessiv 

vererbten homozygoten Mutation im BPGM-Gen.81 Der Patient zeigte eine Substitution von CGG 

zu CAG im 62. Codon, was zu einem Austausch von Arginin zu Glutamin an der 61. Aminosäure 

des BPGM-Proteins führte. Diese Mutation führte zu einem verringerten 2,3-BPG-Spiegel von 0,3 

µmol/g Hb und die BPGM-Enzymaktivität war auf 0,16 IE/g Hb verringert.81 Aufgrund des 

geringen 2,3-BPG-Spiegels entwickelte der Patient eine sekundäre Erythozytose.81 

 

1.2.3 Vorkommen von BPGM 

 

BPGM ist ein Enzym, welches bei Menschen und den meisten Säugetieren exklusiv in 

Erythrozyten exprimiert wird.84 Im Jahr 2006 haben Pritlove et al. erstmals zeigen können, dass 

das BPGM-Vorkommen nicht ausschließlich auf menschliche Erythrozyten beschränkt ist.85 Sie 

zeigten die Existenz von aktivem BPGM in der Synzytiotrophoblastenschicht der Plazentazotten 

an der feto-mütterlichen Schnittstelle.85 Diese Ergebnisse unterstützend, haben von Versen-

Höynck et al. eine erhöhte Häufigkeit von ADORA2B im selben Gewebe gefunden, von dem 

gezeigt wurde, dass er AMPK und dadurch die BPGM-Expression aktivieren kann.73,86 Pritlove et 

al. postulierten, dass BPGM sezerniert und durch ein unbekanntes spezifisches Transportsystem 

zu den nahe gelegenen maternalen Erythrozyten transportiert wird. Danach würde die 

Konzentration des maternalen Erythrozyten-2,3-BPGs ansteigen und die Sauerstoffversorgung des 
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Fötus unterstützen. Im Gegensatz zu adulten Erythrozyten, sind fötale Erythrozyten weniger 

empfindlich für die Wirkungen von 2,3-BPG aufgrund der Substitution von Aminosäuren 

(β143His→Ser), die einen der positiv geladenen 2,3-BPG-Kontakte im fötalen Hämoglobin löscht. 

Die Unempfindlichkeit des fötalen Hämoglobins für 2,3-BPG, führt zu einer Erhöhung der fötalen 

O2-Hb-Affinität.85,87,88 Die Rolle sezernierten BPGMs, wie von Pritlove et al. vermutet, wurde 

jedoch  nicht belegt und es wurde auch noch kein Transportsystem identifiziert. 

Bei Untersuchungen zur Hb-Expression in Embryonen fanden Lim et al. in murinen in 

vitro abgeleiteten 2-Zell-Embryonen sowie in menschlichen in vitro Fertilisationsembryonen ein 

BPGM-Signal.89 In diesem Zusammenhang zeigten sie durch Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktionsanalyse, dass eine erhöhte in vivo Hb-Expression in murinen Kumuluszellen von 

einer Herunterregulierung der Bpgm auf mRNA-Ebene begleitet wurde. In weiteren 

Forschungsarbeiten soll durch eine Bpgm Deletion genauer untersucht werden, ob das 

Vorhandensein von Hb in Embryonen unter verschiedenen Sauerstoffbedingungen eine Hypoxie-

ähnliche Reaktion zur Folge hat.89 Erst vor kurzem konnte auch in Astrozyten des Nervensystems 

in vitro und in vivo, ähnlich wie in Erythrozyten, gezeigt werden, dass BPGM unter Hypoxie 

hochreguliert wird.90 Weiterhin konnten die Arbeitsgruppe um E et al. nachweisen, dass BPGM 

einen supprimierenden Effekt auf die Glykolyse von Astrozyten besitzt, was auf die negative 

Regulation des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1-alpha (HIF-1α, englisch „Hypoxia-inducible 

factor 1-alpha“) und Tet-Methylcytosin-Dioxygenase 2 (TET2, englisch „Ten-Eleven-

Translocation oncogene family member 2“) zurückgeführt wurde.90  

Auch in Krebs-Zellen konnte BPGM nachgewiesen werden. Im Leberzellkarzinom zeigten 

eine Studie von Cai et al., dass erhöhte BPGM-Level mit einer schlechteren Prognose für Patienten 

mit Leberzellkarzinom assoziiert sind.91 Weiterhin führt die Datenbank „The Human Protein 

Atlas“ BPGM als Marker für Nierenkrebs auf.92 

Zusammenfassend wurde eine BPGM Expression auch außerhalb von Erythrozyten, 

insbesondere der Plazenta und Tumorzellen, beschrieben. Eine genaue Funktion der BPGM, 

unabhängig von der des allosterischen Effektors am Hämoglobin, konnte bisher nicht aufgezeigt 

werden. Das Vorkommen von BPGM in der Niere wurde noch nicht beschrieben.   
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1.3 Fragestellung 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die Rolle der 2,3-Bisphosphoglyceratmutase (BPGM) in 

der Niere charakterisiert werden. Ziel ist es, ein tieferes Verständnis über die Funktion dieses 

Enzyms im Nierengewebe zu erlangen. Hierfür sind die folgenden Arbeitsschritte vorgesehen: 

 

1. Zelluläre Lokalisation der BPGM Expression in der Niere: Durch verschiedene 

experimentelle Ansätze wie Immunhistochemie und Einzelzellsequenzierungs-Analysen soll 

die genaue Position von BPGM in den verschiedenen Zelltypen der humanen sowie murinen 

Niere bestimmt werden.  

 

2. Generierung einer Mauslinie mit konditioneller Inaktivierung von Bpgm in der Niere: 

Mittels gezielter genetischer Manipulation soll eine Mauslinie entwickelt werden, bei der das 

Bpgm-Gen spezifisch in den Expressionsbereichen inaktiviert werden kann. Diese 

konditionelle Knockout-Technik soll es ermöglichen, die Auswirkungen des Verlustes von 

Bpgm gezielt und zeitlich kontrolliert zu untersuchen, ohne andere Gewebe zu beeinflussen. 

 

3. Charakterisierung der konditionellen Bpgm Knockoutmaus bezüglich Nierenstruktur 

und -funktion: Diese Mäuse sollen umfassend analysiert werden, um mögliche 

Veränderungen in der Nierenstruktur und -funktion zu identifizieren. Dazu sollen histologische 

Untersuchungen, Genexpressionsanalyen sowie proteomische Analysen durchgeführt werden, 

um die Rolle von BPGM in der Nierenphysiologie zu untersuchen. 

 

Von den Ergebnissen der geplanten Untersuchungen sind erste wichtige Erkenntnisse zur Funktion 

von BPGM in der Niere zu erwarten. Insbesondere könnten neue Mechanismen der 

Nierenphysiologie und mögliche pathophysiologische Zustände, die mit der Dysfunktion von 

BPGM assoziiert sind, ermittelt werden. Solche Erkenntnisse könnten langfristig zur Entwicklung 

neuer diagnostischer und therapeutischer Ansätze für Nierenerkrankungen beitragen. 

 

 

 

 

 



14 

 

2 Material 

 

2.1 Geräte 

 

Verwendetes Gerät       Hersteller/ Firma 

ABL800 Flex Blutgasanalysator     Radiometer GmbH 

Biomek i7 Arbeitsstation      Beckman Coulter 

CFX Connect Real-Time PCR System    Bio-Rad 

Chemostar Imager       Intas 

DS-Ri2 Kamera       Nikon 

Eclipse Ti2-A Mikroskop      Nikon 

Elektrophorese-Kammer Agarose-Gel    VWR 

Elektrophorese-Kammer, Mini-PROTEAN    Bio-Rad 

Entwässerungsautomat Leica TP1020    Biosystems 

Gewebeeinbettstation EC 350     Myr 

Herdplatte         Clatronic 

HybEZ™ II Hybridization System       Advanced Cell Diagnostics 

HybEZ™ Humidity Control Tray      Advanced Cell Diagnostics 

Kreisschüttler Certomat MO      Sartorius 

LE220Rsc Focused-ultrasonicator     Covaris 

Magnetrührer        IKA 

Microcomputer electrophoresis Power Supply 500/500  Consort 

Microtom, Cool-Cut and Section Transfer System   Epredia 

NanoDropTM 2000       Thermo-Fisher Scientific 

pH-Meter        Mettler Toledo 

Power Supply für Western Blot     Bio-Rad 

Q-Exactive Plus Massenspektrometer    Thermo-Fisher Scientific 

Reagenzglasschüttler Genie®     Scientific Industries 

RNAscopeTM EZ-Batch™ Slide Rack     Advanced Cell Diagnostics 

Schnellkochtopf       WMF 

Tank Blot System       Bio-Rad 

Thermoblock, T3       Biometra 

Thermocycler GenePro      Bioer Technology  
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ThermoMixer F1.5       Eppendorf 

Ultimate 3000 RSLnanoHPLC     Thermo-Fisher Scientific 

Zentrifuge, 5415 R       Eppendorf 

Zentrifuge, Megafuge 8K      Thermo Scientific 

 

2.2 Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien 

 

Verbrauchsmaterial       Hersteller/ Firma/ Bezug 

AFA-TUBE TPX Strip      Covaris 

Anatomisches Präparierbesteck     Hammacher 

Blottingpapier Whatman      GE Healthcare 

Einmal-Injektions-Kanüle, 0,45 x 12 mm    Braun 

Färbegestell        Carl Roth 

Färbeschalen        Carl Roth 

Gelkämme        PeqLab 

Glasküvette        Carl Roth 

Glasplatten SDS-PAGE      Bio-Rad 

Lanzetten        Goldenrod 

Mörser         Carl Roth 

Objektträger, SuperFrost® Plus     R Langenbrinck 

PapPen        Kisker Biotech 

Paramagnetic beads für SP3 (Sera‐Mag Speed Beads A und B Thermo-Fisher Scientific 

PCR Platten, 96-well       Bio-Rad 

PepMap C18        Thermo-Fisher Scientific 

Pipetten        Eppendorf 

Pipettenspitzen       Sarstedt 

Pipettenspitzen, Filter       Biozym 

Pipettierhelfer accu-jet®      Brand 

PVDF-Membranen       Carl Roth 

Reaktionsgefäße, 0,5/1,5/2 ml     Carl Roth 

Serologische Pipetten, 5/10/25 ml     Sarstedt 

Spritze, 1 ml        BD Becton Dickinson 

Stößel         Carl Roth 

Szintillationsfläschchen, 20 ml     Kartell 
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2.3 Chemikalien 

 

Chemikalien Hersteller/ Firma/ Bezug 

Acetonitril  Biosolve Chemicals 

Agarose Biozym 

Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth 

Ammoniumhydrogencarbonat (ABC) Fluka Analytical 

Ammoniumpersulfat (APS) Carl Roth 

Aqua ad injectabilia Braun 

Borsäure Carl Roth 

Bromphenolblau Carl Roth 

2-Chloracetamid (CAA) Sigma-Aldrich 

Chloroform Carl Roth 

Chlorwasserstoffsäure (HCl), 37 % Carl Roth 

DEPC Carl Roth 

Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat Carl Roth 

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich 

Doxycyclin-ratiopham® SF Ratiopharm 

Ethanol 99,6 % Merck 

Ethanol 99,6 %, vergällt Carl Roth 

Ethanol 96 %, vergällt Carl Roth 

Ethanol 70 %, vergällt Carl Roth 

Glycerin Carl Roth 

Glycin Carl Roth 

Para-Formalin, 4 % ChemCruzTM 

Harnstoff Carl Roth 

Hematoxylin nach Mayer Carl Roth 

Hoechst 33342 (DAPI) Thermo Scientific 

Isopropanol Carl Roth 

Kaliumchlorid Carl Roth 

Kaliumdihydrogenphosphat Fluka 

Methanol Merck  

Methansäure Biosolve Chemicals 
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Milchpulver Carl Roth 

Natriumazid (ACN) Sigma-Aldrich 

Natriumclorid Carl Roth 

Natriumhydroxid Carl Roth 

Nuklease freies Wasser InvitrogenTM 

Periodsäure Carl Roth 

OrangeG Carl Roth 

Saccharose Carl Roth 

Schiff´s Reagenz Carl Roth 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth 

Sucrose Carl Roth 

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth 

Trifluoressigsäure Biosolve Chemicals 

Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin (TCEP) Sigma-Aldrich 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Carl Roth 

Tris-HCl Carl Roth 

Wasserstoffperoxid (H2O2), 30 % Merck 

Xylencyanol Carl Roth 

Xylol Carl Roth 

 

2.4 Fertiglösungen und Kits 

 

Lösungen und Kits  Hersteller/ Firma/ Bezug 

Antibody-Diluent         Agilent Technologies 

cDNA Reverse Transcription Kit Thermo-Fisher Scientific 

DAB-Reagenz Vector Laboratories 

DNeasyKit Qiagen 

Go Taq® G2 Hot Start Green Mastermix Promega 

Immu-MountTM Thermo-Fisher Scientific 

ImmPRESS HRP Horse Anti-Rabbit IgG Polymer Detection 

Kit, Peroxidase 

Vector Laboratories 

In Situ Cell Death Detection Kit Roche 

Marker 100 bp äquimolar Carl Roth 
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Mayers Hämalaunlösung Sigma Aldrich 

Opal™ 690 Reagent Pack Advanced Cell 

Diagnostics 

DPBS, 1x Gibco 

Pikro-Siriusrot-Lösung Morphisto 

PierceTM BCA Protein Assay Kit Thermo-Fisher Scientific 

Presicion Plus Marker Bio-Rad 

Protease Inhibitor Cocktail (PIC) Sigma Alsrich 

RNAscopeTM Hydrogen Peroxide Advanced Cell 

Diagnostics 

RNAscopeTM Protease Plus Advanced Cell 

Diagnostics 

RNAscopeTM 10X Target Retrieval Advanced Cell 

Diagnostics 

RNAscopeTM Multiplex FL v2 AMP 1 Advanced Cell 

Diagnostics 

RNAscopeTM Multiplex FL v2 AMP 2 Advanced Cell 

Diagnostics 

RNAscopeTM Multiplex FL v2 AMP 3 Advanced Cell 

Diagnostics 

RNAscopeTM Multiplex FL v2 HRP-C1 Advanced Cell 

Diagnostics 

RNAscopeTM Multiplex FL v2 HRP Blocker Advanced Cell 

Diagnostics 

RNAscopeTM Multiplex FL v2 DAPI Advanced Cell 

Diagnostics 

RNAscopeTM Multiplex TSA Buffer Advanced Cell 

Diagnostics 

RNAscopeTM 50X Wash Buffer Advanced Cell 

Diagnostics 

RNA-STAT-60 Tel-Test Inc. 

Roti®-Histokitt II Carl Roth 

SYBRTM Green Master Mix Thermo-Fisher Scientific 
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SYBR Safe Invitrogen 

Target Retrival Solution 10x Agilent Technologies 

Tween20 Carl Roth 

WesternBrightTM Sirius/Peroxide Advansta 

 

2.5 Puffer und Lösungen 

 

Tabelle 1: Lösungen für Histologie. 

Lösungen Zusammensetzung  

PBS, 10x 1,4 M NaCl 

27 mM KCl 

92 mM Na2HPO4 * 2 H2O 

18 mM KH2PO4 

in A. bidest 

Sucrose 70 mM Saccharose 

10 % 10x PBS 

3,1 mM Natriumazid 

pH 7,3-7,4 einstellen 

in A. bidest 

TBS-T, 10x  500 mM TRIS 

3 M NaCl 

3 % einer 37 % HCl 

Lösung 

1 % Tween 20 

pH 7,6 

in A. bidest 

Wasserstoffperoxid/Methanol-

Lösung, 3 % 

10 % H2O2, 30 % 

 

in Methanol 
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Tabelle 2: Lösungen für Arbeiten mit RNA. 

Lösungen Zusammensetzung  

DEPC- A. bidest 0,1 % DEPC in A. bidest  

Orange 6-Ladepuffer, 6x 10 mM TRIS-HCl pH 7,6 

0,15 % OrangeG 

0,03 % Xylencyanol 

60 % Glycerin 

60 mM EDTA 

in A. bidest 

TBE, 5x 450 mM TRIS 

440 mM Borsäure 

2% 0,5 M EDTA pH 8,0 

pH 8,3-8,5 

in A. bidest 

 

 

Tabelle 3: Lösungen und Puffer für Proteinpräparation. 

Lösungen Zusammensetzung  

1 M DTT 1 M DTT 

 

in A. bidest 

Lagerung bei -20 °C 

Lysis-Puffer 1 ml SDS-Puffer, 2x 

1 ml A. bidest 

25 µl 1 M DTT 

 

SDS-Puffer, 2x 5 % 2 M TRIS-HCl, pH 6,8 

160 mM Harnstoff 

10 % SDS-Lösung (10 %) 

in A. bidest 
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Tabelle 4: Lösungen und Puffer für SDS-PAGE. 

Lösungen Zusammensetzung  

APS, 10 % 10 % APS in A. bidest 

Bromphenolblau (BPB)-

Lösung, 0,5 % 

75 µM Bromphenolblau  

25 % Glycerin 

1 Spatelspitze Saccharose 

pro 10 ml Lösung 

in A. bidest 

 

Laemmli-Puffer, 5x 120 mM TRIS 

1,3 M Glycin 

17 mM SDS 

pH 8,3-8,6 

in A. bidest 

 

SDS-Lösung (10 %) 350 mM SDS in A. bidest 

SDS-PAGE Sammelgel 

10 % Acrylamid/ 

Bisacrylamid für 1 Gel 

1,3 ml A. bidest 

1,875 ml SDS-Puffer P2 

0,5 ml Rotiphorese® Gel 30 

37,5 μl 10 % APS 

6,75 μl TEMED 

 

SDS-PAGE Trenngel 

10 % Acrylamid/ 

Bisacrylamid für 1 Gel 

1 ml A. bidest 

3 ml SDS-Puffer P1 

2 ml Rotiphorese® Gel 30 

50 μl 10 % APS 

5 μl TEMED 

 

SDS-Puffer P1 750 mM TRIS 

2 % SDS-Lösung (10 %) 

pH 8,8 mit HCl einstellen 

in A. bidest 

SDS-Puffer P2 250 mM TRIS 

2 % SDS-Lösung (10 %) 

pH 6,8 mit HCl einstellen 

in A. bidest 
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Tabelle 5: Lösungen und Puffer Western Blot. 

Lösungen Zusammensetzung  

Blottingpuffer 23 mM TRIS 

170 mM Glycin 

0,045 % SDS-Lösung (10 %) 

18 % Methanol 

in A. bidest  

Lagerung bei 4 °C 

Natronlauge 0,2 M NaOH in A. bidest 

TBS, 10x 20 mM TRIS 

137 mM NaCl 

0,015 % konzentrierte Salzsäure 

pH 7,6 

in A. bidest 

TBS-T, 1x 10 % 10x TBS pH 7,6 

0,1 % Tween 20 

in A. bidest 

 

 

Tabelle 6: Lösungen und Puffer für Proteomics. 

Lösungen Zusammensetzung  

Lysis-Puffer 1 % SDS 

0,1 M ABC 

1,25 x PIC 

in A. bidest  

 

Reduktions und 

Alkylierungs Puffer 

40 mM TCEP 

160 mM CAA 

200 mM ABC 

in A. bidest  

 

Acetonitril/Wasser 

Puffer 

2:98 Acteonitril:Wasser 

0,1 % Trifluoressigsäure 

 

Puffer A 0,1 % Methansäure in A. bidest  

Puffer B 80 % Acetonitril 

0,1 % Methansäure 
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2.6 Oligonukleotide 

 

2.6.1 Primer für qPCR 

 

Tabelle 7: Verwendete Primer für qPCR. 

Name Sequenzen 

Bpgm Forward: TGTGCGATGTGCCCTTGGAT 

Reverse: AACGGCACGCAGGTTCTCAT 

Ccl2 Forward: GCAGTTAACGCCCCACTCAC 

Reverse: CCATTCCTTCTTGGGGTCAGC 

Cre Forward: CGAACGCACTGATTTCGACC 

Reverse: GGAAATCCATCGCTCGACCA 

Havcr1  Forward: TCAGGGTCTCCTTCACAGCAG 

Reverse: TGACCCACCACCCCCTTTAC 

Hmox-1 Forward: AACATCGACAGCCCCACCAA 

Reverse: GCTAGCAGGCCTCTGACGAA 

Icam1 Forward: CCATCCCAAAGCTCGACACC 

Reverse: CTCCCTTCCGAGACCTCCAG 

Il18 Forward: TCCAACTGCAGACTGGCACA 

Reverse: AGGCGGCTTTCTTTGTCCTG 

Lcn2 Forward: CCAGACTTCCGGAGCGATCA 

Reverse: GTGGTGGCCACTTGCACATT 

Tgfb1 Forward: CGGAGAGCCCTGGATACCAA 

Reverse: TTGCAGGAGCGCACAATCAT 
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2.6.2 Primer für Genotypisierung 

 

Tabelle 8: Verwendete Primer für Genotypisierung. 

Name Sequenzen 

Pax8 Forward: CCA TGT CTA GAC TGG ACA AGA 

Reverse: CTC CAG GCC ACA TAT GAT TAG 

Cre Forward: TCG CTG CAT TAC CGG TCG ATG C 

Reverse: CCA TGA GTG AAC GAA CCT GGT CG 

Bpgm_CAS TCG TGG TAT CGT TAT GCG CC 

Bpgm Forward: CAG TGT GGT TCC CTG CAC TC 

Reverse: TCC GTT CTA ATG GTG GGT TTC 
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2.7 Antikörper 

 

2.7.1 Primärantikörper 

 

Tabelle 9: Verwendete Primärantikörper. 

Antikörper Katalog-Nummer Hersteller 

anti-α-SMA orb195993 Biorbyt 

anti-AGE ab23722 Abcam 

anti-Aquaporin-2 20102rs BiCell Scientific 

anti-BPGM NBP1-86064 Novus Biologicals 

anti-Calbindin C9848 Sigma-Aldrich 

anti-CD3 ab16669 Abcam 

anti-EpCAM ab221552 Abcam 

anti-F4/80 Cl:A3-

1/MCA497GA 

Bio-Rad 

anti-HO-1 MA1-112 Invitrogen 

anti-KI-67 ab15580 Abcam 

anti-KIM-1 AF1817 R&D Systems 

anti-LRP2/Megalin ab184676 Abcam 

anti-LY-6G 1A8/127601 BioLegend 

anti-NCC AB3553 Millipore 

Anti-NCCRP1 PAS-71715 Invitrogen 

anti-NF-κB D14E12 Cell Signaling 

anti-NGAL AF1857 R&D Systems 

anti-NKCC2 LS-C313275 / 62410 LS Bio 

anti-RAGE PA1-075 Invitrogen 

anti-Vimentin ab92547 Abcam 
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2.7.2 Sekundärantikörper 

 

Tabelle 10: Verwendete Sekundärantikörper. 

Antikörper Katalog-Nummer Hersteller 

Anti-Ziege Alexa Fluor 488 705-545-147 Jackson Immuno Research Labs 

Anti-Ziege Alexa Fluor 594 705-585-147 Jackson Immuno Research Labs 

Anti-Kaninchen-HRP R1255HRP Acris Antibodies 

Anti-Kaninchen Cy3  111-165-003 Jackson Immuno Research Labs 

Anti-Kaninchen Alexa 

Fluor 488 

711-545-152 Jackson Immuno Research Labs 

Anti-Maus Cy3 715-165-150 Jackson Immuno Research Labs 

Anti-Ratte Cy3 712-165-150 Jackson Immuno Research Labs 
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2.8 Software und Algorithmen 

 

Tabelle 11: Verwendete Software. 

Software/ Algorithmus Bezug Hersteller 

DEP package for R 

(version 1.16.0) 

https://bioconductor.

org/packages/release

/bioc/html/DEP.html 

Zhang. et al., 201893 

GOplot package for R 

(version 1.0.2) 

https://wencke.githu

b.io 

Walter et al., 201594 

Fiji (version 1.52p) https://fiji.sc Schindelin et al., 201295 

Image Studio Lite (version 

5.2) 

- LI-COR Biosciences 

MSigDB https://www.gsea-

msigdb.org/gsea/msi

gdb/ 

Liberzon et al., 201596 

NanoDrop 2000/2000c - Thermo-Fisher Scientific 

NIS-Elements (version 

5.20.02) 

- Nikon 

Primer-BLAST https://www.ncbi.nl

m.nih.gov/tools/pri

mer-blast/ 

NCBI 

Prism8 (version 8.3.0) - GraphPad 

R (version 4.1.2) https://www.r-

project.org 

R Core Team 

SetRank Paket für R 

(version 1.1.0) 

https://cran.rproject.

org/web/packages/S

etRank/index.html 

Simillion, C. et al., 201797 
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3 Methoden 

 

3.1 Mäuse 

 

Alle Tierversuche wurden vom Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin unter der 

Kennnummer G0198-18 genehmigt.  

Für die Versuche wurden mit Hilfe der Forschungseinrichtungen für Experimentelle Medizin 

transgene Mäuse gezüchtet, welche einen induzierbaren nephronspezifischen Bpgm Knockout 

besitzen. Hierfür wurde zunächst das Knock-out first Allel Bpgmtm1a(KOMP)Wtsi (siehe Abbildung 4) 

als Sperma (vom Wellcome Sanger Institute) in weibliche C57BL/6-Tg(CAG-Flpe)2Arte Mäuse 

eingebracht wodurch der Mausstamm Bpgm-Flpe entstand. Die Nachkommen wurden nun mit 

dem Mausstamm Pax8-rtTA/LC1/Vhl98 verpaart, wodurch sich heterozygote Mäuse für Bpgm 

(Pax8-rtTA/LC1/VHL+/floxBpgm+/flox) ergaben. Das Transgen Pax8-rtTA (B6.Cg-Tg(Pax8-

rtTA2S*M2)1Koes/J) ermöglicht dabei die induzierbare Expression des Transgens Cre (Tg(tetO-

cre)LC1Bjd) in allen renalen Tubuluszellen. Nach weiterer Rückkreuzung entstanden dann 

homozygote Bpgm-KO Mäuse (Pax8-rtTA/LC1/Bpgmflox/flox), die für die Experimente verwendet 

wurden. 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Generierung der Bpgm-KO (Pax8-rtTA/LC1/Bpgmflox/flox) Maus. 

Abbildung modifiziert nach White et al., 2013.99 
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3.2 Tierexperimente 

 

Für die Experimente wurden männliche und weibliche Mäuse im Alter zwischen 10 und 16 

Wochen verwendet. Zu allen Zeiten hatten die Tiere Zugang zu ausreichend Futter und Wasser.  

Um eine Bpgm-Deletion zu erreichen, wurden den Mäusen i.p. Doxyzyklin (1 mg pro 10 g 

Körpergewicht) injiziert. Vier bzw. acht Tage nach der Injektion wurde über den Wangenplexus 

Blut entnommen. Anschließend erfolgte nach kurzer Isofluran-Narkose die Tötung der Tiere über 

eine zervikale Dislokation. Als Kontrollen wurden Mäuse verwendet, die nach Doxyzyklin-Gabe 

keine Cre-Rekombinase Erhöhung in der quantitativen PCR zeigten. 

 

3.3 Blutanalysen 

 

Das Blut, welches aus dem Wangenplexus der transgenen Mäuse gewonnen wurde, wurde 

hinsichtlich seiner Hämoglobin- und Kreatinin-Konzentration untersucht. Für die Hämoglobin-

Mengen Bestimmung kam ein ABL800 Flex Blutgasanalysator zur Anwendung. Für die Kreatinin 

Messung wurde das Blut zunächst für ca. 5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und 

anschließend über Nacht im Kühlschrank bei 4 °C gelagert. Am nächsten Tag wurde das Blut zur 

Gewinnung des Blut Serums bei 2000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die anschließende Serum-

Kreatinin Konzentrations-Bestimmung erfolgte über das Labor Berlin – Charité Vivantes GmbH 

(Berlin, Deutschland).  

 

3.4 Gewebeentnahme und –aufbereitung 

 

Nach der Tötung wurden den Mäusen umgehend auf einer Kühlplatte die Nieren entnommen und 

diese halbiert. Drei Hälften der zwei Nieren wurden in flüssigen Stickstoff gegeben und bis zur 

Verwendung bei -80 °C gelagert. Eine weitere Hälfte wurde für histologische Färbungen in 4 % 

Para-Formalin Lösung für 24 h bei Raumtemperatur inkubiert, anschließend für 2 h in einer 

Sucrose-Lösung bei 4 °C gelagert und im Entwässerungsautomaten nach folgendem Protokoll in 

Paraffin überführt: 

 

1. 70 % Ethanol 1 h     

2. 80 % Ethanol 1 h     

3. 96 % Ethanol 1 h        

4. 99 % Ethanol 1 h     
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5. 99 % Ethanol 1 h       

6. Xylol 1 h        

7. Xylol 1 h       

8. Parrafin 1 h       

9. Parrafin 1 h 

   

Nach erfolgreicher Entwässerung wurde die Nierenhälfte mithilfe einer Gewebeeinbettstation in 

Paraffin eingebettet und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.  

 

3.5 Histologische Färbungen 

 

3.5.1 Periodic acid-Schiff (PAS) Färbung 

 

Die Periodic acid-Schiff (PAS) Färbung ist eine histologische Färbung, welche zur Darstellung 

von Glykogen, Basalmembranen, Glycokonjugaten und der Gewebearchitektur Verwendung 

finden.100 Hierfür wurden einparaffinierte Nieren mit Hilfe eines Mikrotoms in 1,5 µm Scheiben 

geschnitten und auf einen Objektträger gezogen. Um überschüssiges Paraffin zu entfernen, wurden 

die Objektträger mit den Gewebeschnitten über Nacht bei 60 °C im Ofen inkubiert. Am nächsten 

Tag erfolgte eine 30-Minütige Entparaffinierung über Xylol und eine Rehydrierung über eine 

absteigende Ethanol-Reihe (jeweils 5 Minuten: 100 % Ethanol 2x; 96 % Ethanol 1x; 70 % Ethanol 

1x; A. bidest 2x). Für die PAS Färbung wurden nun die Objektträger mit 0,5 % Periodsäure 

inkubiert mit anschließenden Waschschritten in Leitungswasser. Danach erfolgte eine Inkubation 

mit dem Schiff Reagenz. Nach weiteren Waschschritten in Leitungswasser wurden die 

Objektträger mit Hilfe von Hämatoxylin nach Mayer gegengefärbt. Die gefärbten Schnitte wurden 

analysiert und fotografiert mit Hilfe des Eclipse Ti2-A Mikroskops und der DS-Ri2 Kamera sowie 

der NIS-Elements Software von Nikon.  

 

3.5.2 Pikro-Siriusrot-Färbung 

 

Die Pikro-Siriusrot-Färbung ist eine Methode, um im Gewebeschnitt Kollagene anzufärben. Eine 

verstärkte Kollagenfärbung ist kennzeichnend für Fibrose. Für die Pikro-Siriusrot-Färbung 

wurden einparaffinierte Nieren mit Hilfe eines Mikrotoms in 4 µm Scheiben geschnitten und auf 

einen Objektträger gezogen. Um überschüssiges Paraffin zu entfernen, wurden die Objektträger 

mit den Gewebeschnitten über Nacht bei 60 °C im Ofen inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte eine 
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30-minütige Entparaffinierung über Xylol und eine Rehydrierung über eine absteigende Ethanol-

Reihe (jeweils 5 Minuten: 100 % Ethanol 2x; 96 % Ethanol 1x; 70 % Ethanol 1x; A. bidest 2x). 

Die Schnitte wurden nachfolgend für eine Stunde in einer Pikro-Siriusrot-Lösung inkubiert. 

Anschließend erfolgte die Entwässerung der Schnitte über eine aufsteigende Ethanol-Reihe und 

Xylol (jeweils 5 Minuten: A. bidest 2x; 70 % Ethanol; 96 % Ethanol; 100 % Ethanol 2x sowie 30 

Minuten Xylol). Die Schnitte wurden nach erfolgreicher Entwässerung mit Hilfe von Roti®-

Histokitt II eingedeckt. Die gefärbten Schnitte wurden analysiert und fotografiert mit Hilfe des 

Eclipse Ti2-A Mikroskops und der DS-Ri2 Kamera sowie der NIS-Elements Software von Nikon. 

Die quantitative Auswertung der Fibrose erfolgte durch Dr. Robert Labes.  

 

3.5.3 Immunfluoreszenzfärbung 

 

Die Immunfluoreszenzfärbung ist eine Methode, bei der Proteine oder andere Antigene mit Hilfe 

von Antikörpern gekoppelt mit einem fluoreszierenden Farbstoff sichtbar gemacht werden 

können. Hierfür wurden im ersten Schritt einparaffinierte Nieren mit Hilfe eines Mikrotoms in 1,5 

µm Scheiben geschnitten und auf einen Objektträger gezogen. Um überschüssiges Paraffin zu 

entfernen, wurden die Objektträger mit den Gewebeschnitten über Nacht bei 60 °C im Ofen 

inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte eine 30-minütige Entparaffinierung über Xylol und eine 

Rehydrierung über eine absteigende Ethanol-Reihe (jeweils 5 Minuten: 100 % Ethanol 2x; 96 % 

Ethanol 1x; 70 % Ethanol 1x; A. bidest 2x). Zur Demaskierung der Proteine wurde ein 

Schnellkochtopf der Marke WMF mit 2150 ml A. bidest befüllt, in welchem eine Plasikküvette 

mit den Objektträgern mit 70 ml 1x TRS gestellt wurde. Die Demaskierung erfolgte zunächst für 

ca. 18 Minuten bei 120 °C unter Druck auf höchster Plattenstufe. Es erfolgten anschließend weitere 

12 Minuten auf Stufe 3 der Kochplatte. Nach Beendigung der Demaskierung wurde die 

Plastikküvette ohne Deckel in Eis überführt und ca. 20 Minuten gewartet, bis das 1x TRS 

Raumtemperatur erreichte. Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden die Objektträger aus dem 

1x TRS in 1x TBS-T überführt und dabei die Schnitte mittels eines PapPens umrundet. Zur 

Blockierung unspezifischer Proteine wurden die Objektträger in eine Feuchtkammer gelegt und 

50 µl 5 % Milchpulver in 1x TBS-T pro Schnitt pipettiert und für 1 h bei Raumtemperatur 

inkubiert. Anschließend wurde mittels einer Saugpumpe die Blockier-Lösung entfernt und die 

Schnitte im Färbegestell 3x für 5 Minuten in TBS-T gewaschen. Nach dem Waschen wurde die 

Flüssigkeit von den Schnitten abgesaugt, durch 50 µl der Primärantikörper-Lösung 

(Primärantikörper in AB-Diluent) ersetzt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag 

wurden die Objektträger erneut 3x für 5 Minuten in TBS-T gewaschen. Auf die Schnitte wurde 
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dann der Sekundärantikörper 1:250 in AB-Diluent inklusive 1:2500 DAPI pipettiert und bei 

Raumtemperatur unter Lichtausschluss für 1 h inkubiert. Nach erneutem 3-maligen Waschen in 

TBS-T wurden die Schnitte mit Immu-MountTM und Objektgläschen eingedeckt. Die gefärbten 

Schnitte wurden analysiert und fotografiert mit Hilfe des Eclipse Ti2-A Mikroskops und der DS-

Ri2 Kamera sowie der NIS-Elements Software von Nikon. 

 

3.5.4 Immunhistochemie (Braunfärbung) 

 

Bei der immunohistochemischen Färbung werden wie bei der Immunfluoreszenzfärbung Antigene 

mit Hilfe von Antikörpern sichtbar gemacht. Anders als bei der Fluoreszenzfärbung erfolgt die 

Sichtbarmachung nicht über einen Fluoreszenzfarbstoff, sondern über eine chemische Reaktion. 

Hierbei ist der Sekundärantikörper an eine Meerrettichperoxidase gekoppelt. Bei Zugabe des 

Substrats Diaminobenzidin (DAB) wird dieses enzymatisch zu einem farbigen Niederschlag 

umgesetzt. Wie bei der Immunfluoreszenzfärbung (3.5.3.) erfolgten alle Schritte bis zur 

Demaskierung gleich. Nach dem Demaskieren der Schnitte wurden diese in 1x TBS-T überführt 

und dabei mittels PapPen umrundet. Zur Hintergrundreduzierung wurden nun die Schnitte für 10 

Minuten mit einer 3 % Wasserstoffperoxid/Methanol Lösung inkubiert. Die Objektträger wurden 

dann 2x für 5 Minuten in TBS-T gewaschen. Die Blockierung unspezifischer Proteine erfolgte mit 

Hilfe einer 2,5 % Pferdeserum-Lösung aus dem ImmPRESS HRP Horse Anti-Rabbit IgG Polymer 

Detection Kit für 45 Minuten bei RT. Im Anschluss wurde der Primärantikörper in 2,5 % 

Pferdeserum verdünnt und für 120 Minuten bei RT inkubiert. Nach erneuten 2-maligem Waschen 

für 5 Minuten in TBS-T, erfolgte die Inkubation mit dem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper 

des ImmPRESS HRP Horse Anti-Rabbit IgG Polymer Detection Kits für 1 Stunde bei RT. Danach 

fand ein weiterer Waschschritt in TBS-T. Die Entwicklung der Schnitte erfolgte mittels DAB 

Reagenz unter Sichtkontrolle am Mikroskop. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Schnitte 

im Anschluss 2x in A. bidest geschwenkt. Zur Färbung der Zellkerne wurden die Objektträger mit 

Hilfe von Hämatoxylin nach Mayer gegengefärbt. Im letzen Schritt wurden die Schnitte mit Immu-

MountTM unter Deckgläschen eingebettet. 

 

3.5.5 RNAscopeTM Fluoreszenz Assay   

 

RNAscopeTM ist eine Methode zur mRNA Detektion auf Gewebeproben. Dabei wird eine 

spezifische Sonde gegen die zu untersuchende mRNA verwendet und diese mithilfe der in situ 

Hybridisierung und eines Fluoreszenzfarbstoffes sichtbar gemacht. Die Methode erfolgte 
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angelehnt an das Protokoll von Wang et al..101 Für die RNAscopeTM Färbung wurden alle 

Lösungen aus den RNAscopeTM Multiplex Fluorescent Reagent Kit v2 Assay und das spezifische 

HybEZTM Hybridization System verwendet.  

Für den RNAscopeTM Assay wurden einparaffinierte Nieren mit Hilfe eines Mikrotoms in 1,5 µm 

Scheiben geschnitten und auf einen Objektträger gezogen. Um überschüssiges Paraffin zu 

entfernen, wurden die Objektträger mit den Gewebeschnitten über Nacht bei 60 °C im Ofen 

inkubiert. Im ersten Schritt der RNAscopeTM Hybridisierung erfolgt die Entparaffinierung der 

Schnitte. Hierfür wurden die Objektträger zunächst für 2x 10 Minuten in Xylol und danach 2x für 

je 2 Minuten in 100 % Ethanol inkubiert. Die Schnitte wurden für 5 Minuten luftgetrocknet und 

anschließend mit H2O2 behandelt. Die Demaskierung der Schnitte vollzog sich im Dampfgarer. 

Für die H2O2 Behandlung wurden auf den hingelegten Schnitten je 2 Tropfen H2O2 Reagenz (Kit) 

getropft und diese bei Raumtemperatur für 10 Minuten inkubiert. Nach 2-maligem Waschen in A. 

bidest wurden die Objektträger in ein Färbegestell überführt und dieses bei 98-102 °C für 15 

Minuten in 200 ml 1x TRS gekocht. Danach wurden die Objektträger in 1x in A. bidest und 1x 3 

Minuten in 100 % Ethanol gewaschen. Um die Schnitte wurde dann mittels PapPen eine Barriere 

aufgetragen und diese ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Im nächsten Schritt erfolgte 

die Protease-Behandlung. Hierfür wurden die Objektträger in das EZ-Batch gespannt und pro 

Schnitt 1 Tropfen Protease Plus Reagenz getropft. Das EZ-Batch wurde dann in eine feuchte 

Kammer gelegt und für 30 Minuten in einem 40 °C warmen Hybridisierungsofen inkubiert. Im 

Anschluss wurde die Lösung abgeklopft und die Objektträger 3x in A. bidest gewaschen. Nun 

erfolgte der eigentliche RNAscopeTM Assay. Zu Beginn wurden die Objektträger wieder in das 

EZ-Batch gespannt und pro Schnitt 1 Tropfen der spezifischen Sonde getropft. Die Hybridisierung 

erfolgte dann in einer feuchten Kammer bei 40 °C für 2 h im Hybridisierungsofen. Anschließend 

wurden die Objektträger für 2x 2 Minuten in 1x Waschpuffer gewaschen. Zur Amplifikation des 

mRNA Signals wurden aufeinanderfolgend die Lösungen AMP1 (30 Minuten), AMP2 (30 

Minuten) und AMP3 (15 Minuten) auf die Schnitte pipettiert und bei 40 °C im 

Hybridisierungsofen inkubiert. Zwischen den einzelnen Amplifikationsschritten wurden die 

Objektträger 2x für 2 Minuten in 1x Waschpuffer gewaschen. Nach der Amplifikation erfolgte die 

Kopplung mit dem Fluoreszenzfarbstoff durch Inkubation der Schnitte mit je 1 Tropfen HRP-C1 

bei 40 °C im Hybridisierungsofen für 15 Minuten. Nach 2-maligen Waschen in 1x Waschpuffer 

wurden die Schnitte mit ca. 100 µl Opal Dye 690 (1:750 in TSA Puffer) bei 40 °C für 30 Minuten 

im Hybridisierungsofen inkubiert. Nach erneuten Waschschritten wurde auf die Schnitte 1 Tropfen 

HRP-Blocker getropft und diese bei 40 °C für 15 Minuten im Hybridisierungsofen inkubiert. Im 

letzten Schritt wurden die Objektträger erneut 2x 2 Minuten in 1x Waschpuffer gewaschen und 
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die Schnitte für 30 Sekunden mit einem Tropfen Dapi bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden die Schnitte sofort mit Immu-MountTM unter Deckgläschen eingebettet. Die 

gefärbten Schnitte wurden analysiert und fotografiert mit Hilfe des Eclipse Ti2-A Mikroskops und 

der DS-Ri2 Kamera sowie der NIS-Elements Software von Nikon.     

 

3.6 Arbeiten mit Nukleinsäuren 

 

3.6.1 Isolierung genomischer DNA aus Ohrbiopsien 

 

Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte aus Ohrbiopsien der 3 Wochen alten Mäuse. Hierfür 

wurde das DNeasy Kit der Firma Qiagen verwendet. Im ersten Schritt der Isolierung wurden die 

Biopsien mit 180 µl vorgewärmten ATL Puffer und 20 µl Proteinase K des DNeasy Kits für ca. 

3 h bei 56°C und 1400 rpm im Thermoblock lysiert. Das Lysat wurde anschließend mit 200 µl 

vorgewärmter AL Puffer sowie 200 µl absoluten Ethanol versetzt und anschließend über Säulen 

des DNeasy-Kits (Quiagen) entsprechend der Herstellerangaben gereinigt. Die isolierte 

genomische DNA wurde bis zur Verwendung im Kühlschrank bei 4 °C gelagert.  

 

3.6.2 Genotypisierung 

 

5 µl der genomischen DNA diente als Template in einem 25 µl Ansatz mit dem Go Taq Hot Start 

Green Mastermix (Promega). Zum Nachweis der Transgene Pax8, Cre und Bpgm wurden die 

Primer der Tabelle 8 verwendet. Anschließend erfolgte ein PCR Programm nachfolgendem 

Ablaufschema: 

 

1.  3 min 95°C 

2.  30 sec 95°C   Schritt 2 bis 4 insgesamt 32 Zyklen 

3.  30 sec 62°C 

4.  30 sec 72°C 

5.  5 min 72°C 

8.  4°C ∞  

 

Die PCR Produkte sowie ein 100 bp Marker (äquimolar) (Roth) wurden in einem 1,5 %-igen 

Agarosegel zur Größenabschätzung separiert. Die Bilder wurden im Anschluss am Intas 

Chemostar Imager aufgenommen. 
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3.6.3 Isolation der Gesamt-RNA  

 

Die Isolation der Gesamt-RNA aus Nierengewebe erfolgt mit Hilfe des RNA-STAT-60 Reagenz 

der Firma Tel-Test Inc. und wurde nach Anleitung der Firma durchgeführt.  

Eine halbe Maus-Niere, welche nach Entnahme bei -80 °C lagerte, wurde zunächst mit Hilfe eines 

Mörsers und flüssigen Stickstoff zerrieben. Das entstandene Gewebepulver wurde dann in 1 ml 

4°C kaltes RNA-STAT-60 überführt und für 15 Sekunden gevortext. Der Suspension wurden 

anschließend 200 µl Chloroform zugegeben und erneut für 15 Sekunden mit dem Vortexer 

gemischt und für 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Probe 

für 15 Minuten bei 4 °C und 12000 x g zentrifugiert. Anschließend erfolgte die Überführung der 

oberen RNA-haltigen wässrigen Phase in neue 1,5 ml Reaktionsgefäße. Die Präzipitation der 

Nukleinsäuren erfolgte durch die Zugabe von 600 μl Isopropanol. Nach erneutem Mischen wurde 

die Suspension 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach 10 Minuten bei 12000 x g 

und 4 °C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit 200 μl 75 % Ethanol gewaschen und bei 7500 

x g und 4 °C für 5 Minuten zentrifugiert. Anschließend erfolgte die Lufttrocknung der Pellets für 

ca. 3 Minuten und das Lösen in 50 μl DEPC- A. bidest. Die Konzentration der RNA wurde 

spektralphotometrisch mit dem NanoDrop bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Der 

Quotient der Absorptionswerte bei 260 nm zu 280 nm diente der Reinheitsbestimmung (sollte für 

RNA bei 2 liegen). 

Die gewonnenen RNA wurde mit Hilfe eines 1 %-igen Agarosegels auf mögliche Degradation 

überprüft. Hierfür wurde 1 µg RNA mit 8 µl nukleasefreiem Wasser versetzt und 2 µl 6x OrangeG-

Ladepuffer hinzugegeben. Der Gesamte Ansatz wurde anschließend auf ein 1 %-iges Agarosegel 

geladen und für 1 Stunde bei 100 V aufgetrennt.   

 

3.6.4 cDNA Synthese/Reverse Transkription 

 

Für die Reverse Transkription wurde der cDNA Reverse Transkriptions Kit der Firma Applied 

BiosystemsTM verwendet. Für die Synthese wurden pro Ansatz 1 µg RNA auf 13,2 µl nuklease 

freiem Wasser, 2 µl RT-Puffer, 0,8 µl 20x dNTP, 2 µl 10x Random Primers, 1 µl RNase-Inhibitor 

sowie 1 µl RTase pipettiert. Die Reverse Transkription erfolgte im PCR-Cycler bei 37 °C für 2 h 

und wurde durch eine 5-minütige Inkubation bei 85 °C gestoppt. Die Ansätze wurden anschließend 

mit nuklease freiem Wasser auf ein Endvolumen von 100 µl gebracht. 
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3.6.5 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion 

 

Die quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR) ist eine Methode zur Vervielfältigung von 

cDNA und deren gleichzeitigen fluoreszenzbasierten Quantifizierung zur Bestimmung des 

Genexpressionsniveaus spezifischer Gene.  

Die Quantifizierung der cDNA bei der qPCR erfolgt am Ende des Elongationsschrittes jedes 

Amplifikationszyklus mithilfe eines Fluoreszenzsignals. In der vorliegenden Arbeit wurde 

mithilfe eines fertigen SYBR Green Master Mixes gearbeitet. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR 

Green erkennt jede Art von doppelsträngiger DNA. Während der Amplifikationsphase wird mit 

Hilfe spezifischer Primer ein Sequenzabschnitt des zu untersuchenden Gens vervielfältigt 

(amplifiziert). Da das exponetiell amplifizierte Amplikon doppelsträngig ist, verstärkt sich das 

SYBR Green basierte Fluoreszenzsignal in Abhängigkeit von der Ausgangskonzentration des 

Templates im cDNA Gemisch.  

Für die qPCR wurden die Reaktionsansätze in eine 96-Well-Platte pipettiert, wobei jeder Ansatz 

aus 1 μl cDNA-Probe (10 ng), 5,5 μl SYBR Green Master Mix, 0,5 µl der 100 µM verdünnten 

Vorwärts- und Rückwärtsprimer und 4 μl nuklease freies Wasser bestand. Die qPCR wurde mit 

dem CFX Connect Cycler durchgeführt (Tabelle 12). Als Qualitätskontrolle endete jeder Lauf mit 

einer Schmelzkurve.  

 

Tabelle 12: PCR-Programm für die qPCR mit dem CFM Connect Cycler. 

 Temperatur [°C] Zeit [min] Anzahl der Zyklen 

Holding Stage 95  10:00 1 

Amplifikation 95 00:20 40 

 60 00:40 

Schmelzkurve 95 00:10 1 

65 bis 95  00:05 
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3.7 Arbeiten mit Proteinen 

 

3.7.1 Proteinpräparation 

 

Für die Proteinisolation wurde eine halbe Mausniere in flüssigem Stickstoff zu einem feinen Puder 

zerrieben, welches in 400 µl Lysispuffer aufgenommen wurde. Das Lysat wurde im Anschluss für 

5 Minuten bei 95 °C gekocht. Die Proteinmengenkonzentration wurde mittels Nanodrop bei einer 

Absorptionswellenlänge von 280 nm bestimmt.  

 

3.7.2 SDS-PAGE 

 

Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht 

aufgetrennt. Zunächst wurden 100 μg Protein mit 0,2 µl einer 0,5 % Bromphenolblau-Lösung 

gemischt und mit A. bidest auf ein Volumen von 10 μl aufgefüllt. Bevor die Proteine auf das Gel 

beladen wurden, wurden diese für 2 Minuten bei 95 °C gekocht. Das gekochte Proteingemisch 

wurde im Anschluss auf ein 10 %-iges Polyacryamidgel (bestehend aus einem Sammel- und 

Trenngel) aufgetragen. Zur ungefähren Abschätzung des Molekulargewichts wurden ein 

Größenstandard (Prescision Plus molecular weight marker) mitgeführt. Die Elektrophorese 

erfolgte etwa für 15 Minuten bei 80 V und anschließend für ca. 60 Minuten bei 100 V in 1x 

Laemmli-Puffer. 

 

3.7.3 Western Blot 

 

Nach der Auftrennung der Proteine durch die SDS-PAGE erfolgte die Übertragung der Proteine 

aufgrund ihrer hydrophoben und polaren Eigenschaften auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF) 

Membran mittels Tank-Blot-Verfahren. Im Detail wurde hierfür zunächst die PVDF Membran in 

Methanol äquilibriert und anschließend in Blottingpuffer überführt. Das Äquilibireren der 

Membran wird benötigt, um die hydrophoben Eigenschaften der Membran zu reduzieren, damit 

der Blottingpuffer in Kontakt mit der Membran gelangen kann. Die Gele wurden im nächsten 

Schritt aus der Elektrophorese entnommen und der Blot nach folgendem Schema aufgebaut:   
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1 Schwamm 

1 Blottingpapier 

1 Gel 

1 Membran 

1 Blottingpapier 

1 Schwamm 

 

Der Transfer erfolgte in eiskaltem Blottingpuffer unter Rühren auf einem Magnetrührer für 1 h bei 

100 V. Im Anschluss wurde die Membran zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen in 5 % 

BSA in 1x TBS-T für 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Die Membran wurde über Nacht bei 4 

°C zum Nachweis spezifischer Proteine mit einem Primärantikörper auf einem Taumelschüttler 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1x TBS-T für jeweils 5 Minuten, erfolgte die 

einstündige Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper bei 

Raumtemperatur. Anschließend wurde erneut die Membran dreimal für 5 Minuten in 1x TBS-T 

gewaschen. Die Membran wurde nun für 5 Minuten mit dem Western Bright Sirius Substat unter 

Lichtausschluss inkubiert. Die durch die Peroxidase-Aktivität entstehende Chemilumineszenz 

wurde mit dem Intas Chemostar Imager detektiert.  

Für weitere Proteinnachweise (insbesondere Referenzproteine wie Tubulin oder Aktin) wurde 

nach Detektion die Membran für 2 Minuten mit 1x TBS-T und 5 Minuten mit A. bidest gewaschen. 

Zur Entfernung der bereits gebundenen Antikörper wurde die Membran in 0,2 M Natronlauge für 

5 - 10 Minuten gespült. Nach erneutem Waschen für 5 Minuten mit A. bidest wurden die 

Membranen in 5 % BSA in 1x TBS-T für 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Im Anschluss erfolgte 

erneut eine Primär- und Sekundärantikörper Inkubation sowie die Proteindetektion, wie bereits 

beschrieben.  

 

3.7.4 Proteomische Analyse 

 

Die Proben Präparation mit anschließender proteomische Analyse wurde durch die Core Facility-

High-Throughput Mass Spectrometry, Charité -Universitätsmedizin Berlin durchgeführt. 

 

3.7.4.1 Proben Präparation 

 

Für die proteomische Analyse wurde ein ¼ der Niere entnommen und in 70 µl Lysis-Puffer 

überführt. Durch fokussierte Ultraschall-Behandlung in einem Covaris LE220Rsc in AFA-TUBE 
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TPX Stripes (PIP 350 W, DF 25%, CPB 200, 2 Wiederholungen, 300 Sekunden Pulse, 20 °C) 

wurden das Nierengewebe lysiert. Nach der Lyse wurden die Proben von Rückständen durch 

Zentrifugation mit 3000 x g für 5 Minuten befreit und die Protein-Menge mittels PierceTM BCA 

Protein Assay Kit bestimmt. Je 25 µg der Gewebe-Extrakte wurden für die SP3 Protein Präparation 

an einer Biomek i7 Arbeitsstation mit Einzel-Schritt Reduktion und Alkylierung verwendet 

(Müller et al., 2020). Zunächst wurden hierfür 16,6 µl Reduktions und Alkylierungs Puffer zu den 

Proben hinzugegeben und für 5 Minuten bei 95 °C inkubiert, mit anschließendem Abkühlen auf 

Raumtemperatur innerhalb von 5 Minuten. Im nächsten Schritt wurden die Proteine durch Zugabe 

von 50 % Acetonitril an 500 µg paramagnetische Beads (1:1 hydrophile/hydrophobe Beads) 

gebunden. Nach 18 Minuten Schütteln bei 3500 rpm wurden die Proben zweimalig mit 80 % 

Ethanol und einmalig mit 100 % Acetonitrilgewaschen. Mit Hilfe von 35 µl einer 100 mM ABC 

Lösung wurden die Proteine im Anschluss rekonstruiert. Die Proteine wurden über Nacht bei 37 

°C und 0,05 µg/µl Trypsin (Verhältnis 50:1 Protein:Enzym) proteolytisch gespalten und 

anschließend die Proteolyse mit 0,1 % Methansäure gestoppt. Die damit erstellten Peptide wurden 

bis zur Analyse mittels LC-MS/MS bei -80 °C gelagert.  

 

3.7.4.2 Proteomische Analyse mittels DIA LC-MS und DIA-NN 

 

Die Proteine aus dem Nierengewebe wurden mit Hilfe der Flüssigchromatographie mit 

Massenspektrometrie-Kopplung identifiziert und quantifiziert. Im ersten Schritt der 

proteomischen Analyse wurden die gereinigten Peptide (siehe 3.7.4.1.) durch 

Flüssigchromatographie separiert. Dies erfolgte mit Hilfe eines Wasser/Acetonitril Gradienten in 

dem Flüssigchromatographiesystem Ultimate 3000 RSLnanoHPLC welches gekoppelt an ein Q-

Exactive Plus Massenspektrometer im datenunabhängigen Erfassungsmodus (DIA) war. Dabei 

wurden zur Aufkonzentrierung der Peptide jeweils 1,25 µg der trypsinierten Peptide für 3 Minuten 

in einer Trap-Säule (PepMap C18, 5 mm x 300 μm x 5 μm, 100Ǻ) angereichert. Dies erfolgte unter 

der Verwendung eines Acteonitril/Wasser Puffers und einer Durchflussgeschwindigkeit von 

20 µl/Minute. Danach wurden die Peptide mit einer 250 mm analytischen LC Säule (PepMap C18, 

2 μm; 100 Å; 75μm) in einem linearen Gradienten von 3-45 % Puffer B innerhalb von 90 Minuten 

bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 300 nl/min (Puffer A und Puffer B) separiert. Die 

Massenspekrometrische Analyse erfolgte mittels Orbitrap im Schwerpunktmodus mit 24 m/z 

Isolationsfenstern (bei einer Auflösung von 17.500, AGC-Ziel 1e6, maximale Injektionszeit 60 ms 

und 27 NCE). Die Massenliste umfasste 51 Einträge. Vorläufige MS-Spektren (m/z 400–1000) 

wurden mit einer Auflösung von 35.000 nach 60 ms Akkumulation von Ionen auf einen Zielwert 
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von 1e6 analysiert. Die Ionenquelleneinstellungen waren wie folgt: Sprühspannung 1,9 kV; 

erhitzte Kapillartemperatur 275°C. Zusätzlich fungierten die Hintergrundionen m/z 445.1200 als 

Sperrmasse. Die Rohdaten wurden unter Verwendung von DIA-NN 1.8102 verarbeitet, wobei die 

Scanfenstergröße auf 11 eingestellt war und die MS2- und MS1-Massengenauigkeiten auf 20 bzw. 

10 ppm eingestellt wurden. Für die Annotation wurden ein spektralbibliotheksfreier Ansatz und 

Maus-UniProt (UP000000589, Reviewed, Canonical, heruntergeladen 20210127)103 verwendet. 

DIA-NN verwendete einen Filter von 1 % Falscherkennungsrate auf Peptidebene. Dabei ergaben 

sich die differentiell exprimierten Proteine. Die proteomischen Daten wurden in der Proteomics 

IDEntification Database (PRIDE)104 unter dem Projektzugang PXD040789 hinterlegt und sind 

zum Zeitpunkt der Veröffentlichung der zu dieser Dissertation gehörenden wissenschaftlichen 

Veröffentlichung öffentlich verfügbar. 

 

3.7.4.3 Statistische Auswertung der Proteomischen Daten 

 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte durch Dr. Robert Labes. Für die Genset 

Anreicherungsanalyse (englisch „Gene Set Enrichment Analysis“, GSEA) wurde das SetRank 

Paket97 von Program R verwendet. Die Analyse wurde durchgeführt nach Angaben der Entwickler 

mit Hilfe der Hallmark Annotierungstabellen von MSigDB.96 Alle kartierten Proteine wurden als 

Hintergrund Set verwendet. Für die Bildung der Set Kollektion wurde eine maximale Set Größe 

von 500 verwendet. Die SetRank Analyse wurde mit Reihen und einer FDR-Grenze von 0,01 

durchgeführt. Die Visualisierung der Daten erfolgte in einem Bubble Plot unter der Verwendung 

des GOplot94 Pakets für R.   

 

3.8 Einzelzellsequenzierungsdaten 

 

Transkriptomische Daten auf Einzel-Zellebene (englisch „Single cell transcriptomic data“) aus 

humanen Biopsien wurden, wie in Hinze et al. Beschrieben, erhoben.105 Die Daten können unter 

https://shiny.mdc-berlin.de/humAKI/ eingesehen werden. Ungefilterte Cell-Ranger-

Ausgabedateien aller Proben wurden bei NCBI GEO unter der Zugangsnummer GSE210622 

hinterlegt.  
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3.9 Statistische Auswertung und graphische Darstellung 

 

Zur statistischen Auswertung der Daten sowie deren graphische Darstellung wurde das Programm 

GraphPad Prism (Version 8) für Windows verwendet. Von den Mittelwerten der einzelnen 

Messdaten wurden Standardabweichungen sowie Signifikanzen bestimmt. Die Identifikation von 

Ausreißern wurde mit Hilfe der ROUT Methode (Q = 5%) durchgeführt.106 Die Normalverteilung 

wurde mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov Test analysiert. Um statistische Signifikanzen 

zwischen 2 Gruppen darzustellen, bei denen gleiche Standartabweichungen 

(Standardabweichungsdifferenz von < 2) angenommen wurden, wurde ein Student´s t-Test 

(Normalverteilung) oder ein Mann-Whitney Test (keine Normalverteilung) durchgeführt. Lag die 

Standardabweichungsdifferenz bei > 2, wurde entweder ein Student´s t-Test mit Welch Korrektur 

(Normalverteilung) oder ein Kolmogorov-Smirnov Test (keine Normalverteilung) verwendet. 

Bei mehr als 2 Gruppen wurde im Rahmen einer Varianzanalyse ein Kruskal-Wallis Test mit 

einem Dunn-Bonferroni-Test durchgeführt. Bei den Analysen galt ein Unterschied p < 0,05 (*), p 

< 0,01 (**), p < 0,001 (***) und p < 0,0001 (****) als statistisch signifikant.  

Die graphische Darstellung erfolgte als Boxplot mit Median, unteres und oberes Quartil sowie 

minimaler und maximaler Wertebereich. Punkte repräsentieren dabei die Werte einzelner Tiere.  
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Das Vorkommen von BPGM in murinen und humanen Nieren   

 

In einem Rhabdomyolyse-induziertem ANV Mausmodell (Fähling et al.53) wurde in 

transkriptomischen Untersuchungen eine Bpgm Expression in der gesunden Mausniere 

festgestellt, welche sich unter dem ANV verstärkte. Unabhängig von dieser Promotionsarbeit 

wurde die Beobachtung bereits auf mRNA- (qPCR) und Proteinebene (Western Blotting) bestätigt. 

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die renale Expression von BPGM näher charakterisiert werden. 

Hierfür wurden Analysen im gesunden Nierengewebe der Maus und in humanen post mortem 

ANV Biopsien durchgeführt. 

 

4.1.1 Lokalisation der BPGM Expression in der Maus-Niere   

 

Für die Charakterisierung der renalen BPGM Expression wurden Immunfluoreszenzfärbungen 

unter der Verwendung eines spezifischen anti-BPGM Antikörpers auf Gewebe einer gesunden 

Maus-Niere durchgeführt. Es zeigte sich, dass BPGM vorwiegend in Zellen des Tubulus-Systems 

im Cortex der Niere exprimiert wird (Abbildung 5).  
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Abbildung 5: Vorkommen von BPGM in der Maus-Niere. Immunfluoreszenzfärbung von BPGM (rot) im 

Nierenquerschnitt der Maus. Die renale BPGM ist vorwiegend im Cortex der Mausniere zu finden. Im medullären 

Bereich zeigt sich im Gegensatz dazu nur eine geringe BPGM Färbung. Der Maßstabsbalken entspricht 1000 µm. 

 

Mit Hilfe von spezifischen Markern gegen die einzelnen Tubulussegmente wurde im Detail die 

Lokalisation von BPGM dargestellt (Abbildung 6). Hierfür wurden für den PT Megalin107, für den 

TAL der Na-K-2Cl-Cotransporter (NKCC2)108, für den DCT der NaCl-Cotransporter (NCC)109, 

für den DCT und CNT Calbindin110 sowie Aquaporin-2 für das Sammelrohr 26 als spezifische 

Marker verwendet.  

Im proximalen Teil des Tubulussystems konnte kein BPGM Signal detektiert werden. Dieses 

zeigte sich durch eine fehlende Ko-Lokalisation von BPGM mit dem Bürstensaum-Marker 

Megalin. Im Gegensatz dazu zeigte BPGM eine Ko-Expression mit dem NKCC2 des TALs sowie 

dem NCC des DCT. Weiterhin zeigte sich eine Expression von BPGM in den Calbindin positiven 

DCT und CNT Zellen. Auch konnte eine Expression im Sammelrohr der Niere durch die Ko-

Expression von BPGM mit Aquaporin-2 gezeigt werden.  

Zusammenfassend zeigen die Daten ein bislang nicht beschriebenes Vorkommen von BPGM im 

distalen Nephron.  
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Abbildung 6: Lokalisation der BPGM Expression in renalen Tubuluszellen. Immunfluoreszenzfärbung von 

BPGM (rot) und verschiedenen Tubulusabschnitts-Markern (grün) im Nierengewebe der Maus. Von oben nach unten: 

Megalin (proximaler Tubulus), NKCC2 (dicker aufsteigende Ast der Henle-Schleife), NCC (distaler Tubulus), 

Calbindin (distaler Tubulus und Verbindungstubulus) und Aquaporin-2 (Verbindungstubulus und Sammelrohr). Eine 

Lokalisation von BPGM zeigte sich in wenigen Bereichen der Henle-Schleife sowie des Sammelrohrs. Besonders 

ausgeprägt war die Expression von BPGM in Bereichen des distalen Tubulussegments. Es konnte kein BPGM 

Nachweis im proximalen Tubulus erbracht werden. Der Maßstabsbalken entspricht 100 µm. 
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4.1.2 Verstärkte Expression von BPGM in humanen Nieren im akuten Nierenversagen 

 

In Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen von Prof. Dr. K. Schmidt-Ott und Prof. Dr. K.-U. 

Eckardt der Medizinischen Klinik m. S. Nephrologie und Internistische Intensivmedizin (CCM) 

der Charité, wurden Einzel-Zell RNA Sequenzierungs-Daten (englisch „Single Cell Sequencing“) 

von 8 Patienten mit und 4 Patienten ohne ANV hinsichtlich ihrer BPGM Expression analysiert und 

statistisch ausgewertet (Abbildung 7). Die Daten stammten aus der Publikation von Hinze et al.105 

aus dem Jahr 2022 und wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht selbst erhoben. Die in der 

Publikation verwendeten Kontrollen stammen dabei aus tumorbenachbartem normalen 

Nierengewebe und aus post mortem Biopsien von Patienten ohne ANV. Die ANV Proben 

stammten aus post mortem Biopsien von Patienten in ANV Stadium 2 oder 3.  

Zunächst konnte mit Hilfe der Daten gezeigt werden, dass die BPGM mRNA auch in der humanen 

Niere insbesondere im distalen Teil des Nephrons exprimiert wird. Besonders hohe BPGM 

Expressionswerte zeigten dabei der Verbindungstubulus sowie die interkalierten Zellen Typ B des 

Sammelrohrs (Abbildung 7 A). In ANV-Patienten zeigte sich im Vergleich zu Kontroll-Patienten, 

dass BPGM im Verbindungstubulus signifikant (padj = 0,0023) erhöht exprimiert wird (Abbildung 

7 B). Weiterhin konnte eine Anreicherung (p < 1e-20) von BPGM in geschädigten Zellen 

beobachtet werden (Abbildung 7 C-D).  

Zusammenfassend bestätigen die humanen Daten der Einzel-Zell RNA Sequenzierung eine 

Lokalisation der BPGM im distalen Nephron der Niere sowie eine verstärkte Expression im ANV. 

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollte gezeigt werden, welche physiologische Rolle BPGM in 

der Niere hat. 
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Abbildung 7: BPGM ist in renalen Tubulus-Zellen des Menschen exprimiert und wird im akuten 

Nierenversagen hochreguliert. (A-D) Auswertung von Einzel-Zell RNA Sequenzierungs Daten105 aus humanen 

Nierenbiopsien. (A) Expressionswerte der BPGM mRNA als Zählungen pro Millionen (CPM, englisch „counts per 

million“) in Podozyten (Podo), Proximalen Tubuli (PT), dünner Teil der Henle-Schleife (tL, englisch „thin limb of 

loop of Henle“), dicker aufsteigende Teil der Henle-Schleife (TAL, englisch „thick ascending limb“), Distaler Tubulus 

(DCT, englisch „distal convoluted tubule“), Verbindungstubulus (CNT, englisch „connecting tubule“), Sammelrohr 

Hauptzellen (CD-PC, englisch „collecting duct principal cells“) Sammelrohr interkalierte Zellen Typ A (CD-IC-A, 

englisch „collecting duct intercalated cells type A”) und Typ B (CD-IC-B, englisch „collecting duct intercalated cells 

type B“), Endothelzellen (EC, englisch „endothelial cells“), Leukozyten (Leuko) und Fibroblasten (Fibro). (B) Das 

Diagramm zeigt die statistische Analyse der BPGM-Expression im Verbindungstubulus von Kontrollproben (3 

tumorbenachbarte normale Gewebeproben und eine post mortem Biopsie eines Nicht-ANV Patienten). Die ANV 

Proben stammen aus post mortem Biopsien von Patienten in ANV Stadium 2 oder 3. Für die statistische Analyse 

wurde ein Student´s t-Test verwendet. **p < 0,01. (C) UMAP (englisch „Uniform Manifold Approximation and 

Projection“) des Sub-Clustering für den Verbindungstubulus. Zellen von ANV-assoziierten potentiell geschädigten 

Verbindungstubulus-Clustern sind rot hervorgehoben. (D) Funktions Plot der BPGM Expression in 

Verbindungstubulus Zellen aus ANV- und Kontroll-Proben. Expressionswerte sind logarithmisch normalisiert. Die 

Anreicherungsanalyse zeigt, dass BPGM in geschädigten Zellen stark angereichert ist (p < 1e-20). 
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4.2 Generierung eines induzierbaren Nephron-spezifischen Bpgm-Knockout Modells 

 

Zur Untersuchung der physiologischen Rolle von BPGM in der Niere, wurde ein Mausmodell 

generiert, bei dem es induzierbar zu einer nephronspezifischen Deletion von Bpgm kommt (siehe 

auch: Kapitel 3.1). Hierfür wurde das induzierbare Pax8 getriebene Cre-Rekombinase System 

verwendet, welches Doxyzyklin-abhängig Bpgm im gesamten Nephron vom proximalen Tubulus 

bis zum Sammelrohr deletiert (Pax8-rtTA/LC1/Bpgmflox/flox, Abgekürzt: Bpgm-KO). Als 

Kontrollen wurden im Versuch Mäuse verwendet, die nach Doxyzyklin-Gabe keine Cre-

Rekombinase Erhöhung in der quantitativen PCR zeigten.  

Im Versuchsablauf wurde den Tieren zunächst 1 mg pro 10 g Körpergewicht Doxyzyklin i. p. 

appliziert (Tag 0). Am Tag 4 erfolgten die Entnahme des Blutes und der Organe. Zur Verifizierung 

der Bpgm Deletion wurden zunächst qPCR Analysen gegen die Cre-Rekombinase und Bpgm 

durchgeführt. Bei den Bpgm-KO Mäusen zeigte sich durch die Doxyzyklin-Gabe eine signifikante 

Erhöhung der Cre (Abbildung 8 A) sowie eine signifikante Abnahme der Bpgm mRNA um > 80 % 

(Abbildung 8 B). Zur weiteren Bestätigung des Bpgm-KO wurde eine RNAscopeTM 

Immunfluoreszenzfärbung auf Gewebeschnitten der Niere durchgeführt. Dabei bestätigte sich eine 

deutliche Verringerung der Bpgm mRNA Menge durch die Doxyzyklin-Injektion (Abbildung 8 

C).  

Der Bpgm-KO per se zeigte 4 Tage nach Induktion keine veränderte Nierenfunktion (Serum 

Kreatinin unverändert; Abbildung 9 A). Da durch den Bpgm-KO theoretisch auch eine 

Veränderung der zellulären Sauerstoffverfügbarkeit und damit ein Einfluss auf die Erythropoese 

ausgelöst werden könnte (unter der Hypothese, dass 2,3-BPG aus dem Nephron in die 

Erythrozyten gelangen könnte), wurde auch die Hämoglobinkonzentration bestimmt – welche 

jedoch unverändert blieb (Abbildung 9 B). Auch das Gewicht der Mäuse blieb unverändert, was 

auf einen unveränderten Allgemeinzustand hindeutet (Abbildung 9 C).  

Zusammenfassend konnte damit im ersten Schritt der Arbeit ein induzierbares tubulus-

spezifisches Bpgm-KO Modell für die funktionellen in vivo Untersuchungen generiert werden. 

Innerhalb von vier Tagen zeigte der nephronspezifische Bpgm-Knockout per se keine 

Veränderung der Nierenfunktion.  
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Abbildung 8: Bpgm Knockout Verifikation. mRNA Level der Cre-Rekombinase (A) und Bpgm (B) 4 Tage nach 

der Induktion des nephronspezifischen Bpgm-KOs. Es zeigte sich eine Hochregulation der Cre sowie eine 

Runterregulation der Bpgm mRNA in den induzierten Bpgm-KO Mäuse-Nieren. Als statistische Analyse wurde für 

die Cre mRNA ein Student´s t-Test mit Welch-Korrektur und für die Bpgm mRNA ein Standard Student´s t-Test 

verwendet. ****p < 0,0001 (C) RNAscopeTM von Bpgm auf Nierengewebe in Kontrollen und Bpgm-KO 4 Tage nach 

Induktion. Im Bpgm-KO zeigt sich eine deutliche Abnahme der Bpgm mRNA in der Niere. Der Maßstabsbalken 

entspricht 100 µm.  
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Abbildung 9: Blut-Parameter und Gewichtsdifferenz im Bpgm-KO. Es zeigte sich im Bpgm-KO keine 

Veränderungen im (A) Serum-Kreatinin, (B) Hämoglobin und im (C) Gewicht 4 Tage nach KO Induktion. Statistik: 

(A) Mann-Whitney Test; (B, C): Student´s t-Test. 

 

4.3 Ein Bpgm Defizit verursacht morphologische Veränderung der Niere 

 

In der histologischen Analyse wurde die Periodic acid-Schiff (PAS) Färbung, zur Darstellung von 

Glykogen, Basalmembranen, Glycokonjugaten und der Gewebearchitektur, verwendet.100 Hierbei 

zeigte sich, dass es durch eine Bpgm Deletion in den Nieren zu morphologischen Veränderungen 

kommt. Die proximalen Tubuli zeigten deutliche Schadensmerkmale, wie den Verlust ihres 

Bürstensaums und ein verringertes tubuläres Lumen (Abbildung 10 A). Weiterhin zeigen die 

geschädigten Tubuli eine Mehrkernigkeit (Polyploidie). Diese morphologischen Veränderungen 

im Bpgm-KO wurden mit Hilfe einer semiquantitativen Zählung quantifiziert und zeigten eine 

signifikante Schädigung proximaler Tubulussegmente (Abbildung 10 B).  

Diese Ergebnisse deuten auf eine beginnende Nierenschädigung 4 Tage nach Deletion von Bpgm 

in der Niere hin. Die Schädigungsmerkmale bezogen sich dabei ausschließlich auf den proximalen 

Tubulus. Es konnten keine Veränderungen an distalen Nephronsegmenten (Ort der BPGM 

Expression) festgestellt werden. 
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Abbildung 10: Morphologische Veränderungen im proximalen Tubulus nach Bpgm-KO. (A) PAS-Färbung einer 

Kontroll und Bpgm-KO Niere 4 Tage nach Induktion. In der Färbung zeigen sich morphologische Veränderungen der 

proximalen Tubuli (Pfeilkopf) im Vergleich zu den gesunden proximalen Tubuli der Kontrolle (Stern). Die Tubuli 

verlieren den Bürstensaum und besitzen ein verringertes tubuläres Lumen. (B) Prozentualer Anteil veränderter 

proximaler Tubuli im Gesamt-Nierenquerschnitt. Durch einen 4-tägigen Bpgm-KO kommt es zu einer signifikanten 

Erhöhung von Tubulus-Schäden in der Niere im Vergleich zu Kontroll-Nieren. Als statistische Analyse wurde für die 

PAS-Färbung ein Kolmogorov-Smirnov Test verwendet. ***p < 0,001. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

 

4.3.1 Ein Bpgm Knockout verursacht Schäden im proximalen Tubulus 

 

Mit Hilfe der molekularen (frühen) Nierenschädigungsmarker KIM-1 (englisch „Kidney Injury 

Molecule-1“), NGAL (englisch „Neutrophil Gelatinase-associated Lipocalin“) und Interleukin-18 

(Il18) wurde der beginnende tubuläre Schaden näher charakterisiert. KIM-1 ist ein Typ 1 

Transmembranprotein, welches in verschiedenen Nieren-Schädigungsmodellen im proximalen 

Tubulus der Niere hochreguliert wird, wodurch es als Schädigungsmarker für Nierengewebe und 

Urin an Bedeutung gewann.111,112 NGAL ist ein Protein der Lipocalin Superfamilie, welches als 

Siderophor als auch in der Nierenentwicklung und der tubulären Regeneration eine Rolle spielt.113 

In Folge einer akuten Nierenschädigung zeigt NGAL im Tubulus sowie im Urin ein erhöhtes 

Vorkommen, wodurch es wie KIM-1 als früher Schädigungsmarker im ANV eine Rolle spielt.113 

Il18 ist ein Zytokin, welches Monozyten, Makrophagen und PT-Zellen im ANV verstärkt 



51 

 

exprimieren, wodurch sein Vorkommen im Urin einen früheren Nierenschädigungsmarker als 

Serum-Kreatinin darstellt.114,115     

In den Abbildungen 11 A, B und C sind qPCR Analysen von Havcr1 (KIM-1) sowie Lcn2 (NGAL) 

und Il18 gezeigt. Alle untersuchten frühen Nierenschädigungsmarker werden signifikant durch 

den Bpgm-KO erhöht. Diese Ergebnisse konnten auch in der Immunfluoreszenzfärbung von 

KIM-1 und NGAL bestätigt werden (Abbildung 11 D).  

Um die Lokalisation des Nierenschadens näher zu charakterisieren, wurden Co-

Lokalisationsstudien von KIM-1 und NGAL mit Tubulussegmentmarkern durchgeführt (vgl. 

4.1.1). Dabei zeigte sich, dass KIM-1 ausschließlich im proximalen Tubulus lokalisiert war 

(Abbildung 12 A). NGAL repräsentiert einen Schädigungsmarker, der im gesamten Nephron 

exprimiert werden kann.111 Im Bpgm-KO konnte jedoch nur im proximalen Tubulus eine 

Anreicherung von NGAL gezeigt werden (Abbildung 12 B). Zusammenfassend bestätigen die 

Immunofluoreszenz-Studien eine Schädigung proximaler Tubulusabschnitte 4 Tage nach Bpgm-

KO. 

 

 



52 

 

 

Abbildung 11: Ein Bpgm-KO führt zu einer Erhöhung der Schadensmarker KIM-1 und NGAL. Quantitative 

PCR Analyse der Nierenschädigungsmarker Havcr1 (Kim-1) (A), Lcn2 (Ngal) (B) und Il18 (C) im Bpgm-KO. Alle 

gezeigten Schädigungsmarker zeigen eine signifikante Erhöhung 4 Tage nach Bpgm-KO. Für die statistische Analyse 

wurde für Havcr1 ein Kolmogorov-Smirnov Test und für Lcn2 und Il18 ein Mann-Whitney Test verwendet. *p < 

0,05. (D) Immunfluoreszenfärbung von KIM-1 und NGAL in Kontroll- sowie Bpgm-KO Mäusen. Nach Bpgm-KO 

zeigt sich eine deutliche Erhöhung der Nierenschadensmarker KIM-1 und NGAL im Nierengewebe der Maus. Der 

Maßstabsbalken entspricht 100 µm.  



53 

 

Abbildung 12: Lokalisation der KIM-1 und NGAL Expression im Tubulussystem der Bpgm-KO Maus. (A) 

Immunfluoreszenzfärbung von KIM-1 (grün) mit den Tubulussegmentmarkern Megalin, NKCC2, Calbindin und 

Aquaporin-2 (rot). Der Schadensmarker KIM-1 zeigt nur eine Lokalisation im proximalen Tubulus (Megalin). (B) 

Immunfluoreszenzfärbung von NGAL (grün) mit den Tubulussegmentmarkern Megalin, NKCC2, Calbindin und 

Aquaporin-2 (rot). Der Schadensmarker NGAL zeigt nur eine Lokalisation im proximalen Tubulus (Megalin). Der 

beobachtete Schaden nach 4 Tagen im Bpgm-KO findet nur im proximalen Tubulssegment statt. Der Maßstabsbalken 

entspricht 100 µm. 
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4.4 Auswirkung des Bpgm Defizits auf die Physiologie der Niere 

 

4.4.1 Das Nieren-Proteom nach Bpgm Deletion 

 

Zur Untersuchung der veränderten Genexpression nach Bpgm-KO, wurden proteomische 

Analysen mit anschließender Charakterisierung beeinflusster Signalwege durchgeführt. Die 

Proteomanalyse wurde dabei von der Core Facility-High-Throughput Mass Spectrometry, Charité 

- Universitätsmedizin Berlin durchgeführt. Die anschließende Auswertung der Daten erfolgte mit 

Hilfe einer von Dr. Robert Labes vorgefertigten Matritze im Programm R.   

Insgesamt wurden im Vergleich Bpgm-KO vs. Kontrolle 241 einzelne Proteine signifikant 

reguliert. Davon wurden 136 Proteine verstärkt und 104 schwächer exprimiert. Auf der Basis des 

angepassten p-Wertes (padj), wurden die Top 20 der im Bpgm-KO stärker und schwächer 

regulierten Proteine in den Tabellen 13 und 14 dargestellt. Dabei zeigte sich, dass sich unter den 

signifikant hochregulierten Proteinen insbesondere Proteine des Lipid-Stoffwechsels (Hsd17b11, 

Phyh, Rnf213) und der Proteinbiosynthese (Rars1, Ncln, Rpl17) befinden (Tabelle 13). Weiterhin 

zeigten das glykolytische Enzym Triosephosphat Isomerase 1 (Tpi1) sowie die Ubiquitin 

Carboxyl-terminale Hydroxylase 15 (USP15) eine Hochregulation nach Bpgm-Deletion. Bei der 

Analyse der vermindert exprimierten Proteine im Bpgm-KO zeigten sich (ähnlich wie bei der 

Hochregulation) Proteine des Fettsäurestoffwechsels (Cyp4a10, Cyp2d26) (Tabelle 14). Mehrere 

der herunterregulierten Proteine konnten biologischen Signalwegen wie Zellproliferation, 

Zellwachstum (Gspt1, Pds5a, Nccrp1) und Zelladhäsion (Epcam, Lama1) zugeordnet werden. Zur 

Verifizierung der proteomischen Analyse wurden die Kandidatengene EpCAM (englisch 

„epithelial cell adhesion molecule“) und NCCRP1 (englisch „nonspecific cytotoxic cell receptor 

protein 1“) im Western Blot sowie PXDN (Peroxidasin) in der Immunfluoreszenz untersucht. Hier 

zeigte sich, bestätigend zu der Proteomanalyse, eine signifikante Herabregulation von EpCAM 

und NCCRP1 sowie eine Hochregulation von PXDN im Nierengewebe der Bpgm-KO Maus 

(Abbildung 13).   
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Tabelle 13: Top 20 der hochregulierten Proteine nach 4 Tagen im Bpgm-KO. 

Uniprot-ID Gen Name (englisch) Log2 

Expressions-

verhältnis 

angepasste 

p-Werte 

Funktion 

Q8C0D5 Efl1 Elongation factor-like 

GTPase 1 

2,16 7,21E-10 Proteinbiosynthese 

Q64462 Cyp4b1 Cytochrome P450 

4B1 

3,74 3,22E-09 Biphenyl-Metabolimus 

Q569Z6 Thrap3 Thyroid hormone 

receptor-associated 

protein 3 

2,06 1,50E-08 Transkription 

Q9EQ06 Hsd17b11 Estradiol 17-beta-

dehydrogenase 11 

2,62 2,19E-07 Lipid Metabolismus, Steroid 

Biosynthese 

Q9D0I9 Rars1 Arginine--tRNA 

ligase, cytoplasmic 

2,20 4,16E-07 Proteinbiosynthese 

O35386 Phyh Phytanoyl-CoA 

dioxygenase, 

peroxisomal 

1,74 3,43E-06 Lipid Metabolismus, 

Fettsäuremetabolismus 

P70372 Elavl1 ELAV-like protein 1 1,59 7,49E-06 mRNA Stabilität 

Q3UQ28 Pxdn Peroxidasin homolog 2,05 1,07E-05 Extrazelluläre Matrix 

Signalübertragung 

Q8R5H1 Usp15 Ubiquitin carboxyl-

terminal hydrolase 15 

2,41 2,50E-05 TGF-beta-Rezeptor-Signalweg, 

NF-kappa-B- und 

RNF41/NRDP1-PRKN-Wege, 

Immunantwort 

Q8K009 Aldh1l2 Mitochondrial 10-

formyltetrahydrofolate 

dehydrogenase 

1,68 9,57E-05 Biosynthese, Fettsäure-

Betaoxidation 

Q8VCM8 Ncln Nicalin 1,66 1,36E-04 Protein Stabilisierung 

Q91ZV4 Mogat1 2-acylglycerol O-

acyltransferase 1 

3,34 1,42E-04 Glycerolipid Metabolismus, 

Triacylglycerol Biosynthese 

Q6P4T2 Snrnp200 U5 small nuclear 

ribonucleoprotein 200 

kDa helicase 

1,87 1,70E-04 mRNA Prozessierung 

Q61207 Psap Prosaposin 1,95 1,86E-04 Lysosomale Degradation von 

Sphingolipiden 

Q8K0L9 Zbtb20 Zinc finger and BTB 

domain-containing 

protein 20 

1,47 1,95E-04 Transkriptionsfaktor für 

Hämatopoese, Onkogenese und 

Immunantworten 

Q9CPR4 Rpl17 60S ribosomal protein 

L17 

3,01 2,66E-04 Proteinbiosythntese 

E9Q555 Rnf213 E3 ubiquitin-protein 

ligase RNF213 

1,69 3,30E-04 Protein Modifikation, Lipid 

Metabolismus 

O08749 Dld Dihydrolipoyl 

dehydrogenase, 

mitochondrial 

1,73 3,30E-04 Glycin-Spaltsystem sowie eine 

E3-Komponente von drei 

alpha-Ketosäure-

Dehydrogenase-Komplexen 

Q9JIY7 Nat8 N-acetyltransferase 8 1,87 3,56E-04 Schwefelmetabolismus, 

Glutathionmetabolismus 

P17751 Tpi1 Triosephosphate 

isomerase 

2,04 4,35E-04 Glykolyse, Gluconeogenese 
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Tabelle 14: Top 20 der runterregulierten Proteine nach 4 Tagen im Bpgm-KO. 

Uniprot-ID Gen Name (englisch) Log2 

Expressions-

verhältnis 

angepasste 

p-Werte 

Funktion 

Q8R050 Gspt1 Eukaryotic peptide 

chain release factor 

GTP-binding subunit 

ERF3A 

-2,74 5,64E-12 Translations Termination, 

Zellwachstum 

O88833 Cyp4a10 Cytochrome P450 

4A10 

-2,23 3,11E-11 Fettsäuremetabolismus, Anti-

Inflammatorisch 

Q6A026 Pds5a Sister chromatid 

cohesion protein 

PDS5 homolog A 

-2,51 2,22E-10 Mitose, DNA Reparatur 

Q61316 Hspa4 Heat shock 70 kDa 

protein 4 

-2,24 7,65E-10 Stress-Antwort 

P21447 Abcb1a ATP-dependent 

translocase ABCB1 

-3,72 5,93E-09 Zelltransport 

Q8CIM7 Cyp2d26 Cytochrome P450 

2D26 

-2,31 5,79E-08 Oxidation von Steroiden, 

Fettsäuren und Xenobiotika 

Q8K023 Akr1c18 Aldo-keto reductase 

family 1 member C18 

-3,53 2,99E-07 Progesteron Umbau 

Q99JW5 Epcam Epithelial cell 

adhesion molecule 

-2,11 1,64E-06 Interaktion zwischen 

Interstitiellen Epithelzellen 

und Intraepithelialen 

Lymphozyten 

Q9WVM8 Aadat Kynurenine/alpha-

aminoadipate 

aminotransferase, 

mitochondrial 

-1,68 1,69E-06 Biosynthese 

Q9CXK8 Nip7 60S ribosome subunit 

biogenesis protein 

NIP7 homolog 

-2,64 6,91E-06 Ribosom-Biogenese 

Q9D114 Hddc3 Guanosine-3',5'-

bis(diphosphate) 3'-

pyrophosphohydrolas

e MESH1 

-2,15 1,31E-05 Hungerreaktion 

Q9CWK8 Snx2 Sorting nexin-2 -3,09 3,21E-05 Protein Transport 

Q06770 Serpina6 Corticosteroid-

binding globulin 

-2,59 3,34E-05 Protein Transport 

P97315 Csrp1 Cysteine and glycine-

rich protein 1 

-2,32 3,41E-05 Neuronale Entwicklung,  

G3X9C2 Nccrp1 F-box only protein 50 -4,57 6,58E-05 Zellproliferation 

P19137 Lama1 Laminin subunit 

alpha-1 

-1,66 1,04E-04 Zelladhäsion 

Q8K003 Tma7 Translation 

machinery-associated 

protein 7 

-3,20 1,12E-04 Translation 

Q61767 Hsd3b4 NADPH-dependent 3-

keto-steroid reductase 

Hsd3b4 

-2,04 1,14E-04 Steroid Metabolismus 

Q6DYE8 Enpp3 Ectonucleotide 

pyrophosphatase/phos

phodiesterase family 

member 3 

-1,56 1,25E-04 Nukleotid Metabolismus 

Q99JF8 Psip1 PC4 and SFRS1-

interacting protein 

-1,70 2,50E-04 Transkription 
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Abbildung 13: Verifizierung der proteomischen Analyse durch EpCAM, NCCRP1 und PXDN. (A) 

Repräsentative Darstellung der EpCAM Western Blot Signale. (B) Statistische Auswertung der EpCAM Expression 

4 Tage nach Bpgm-KO. EpCAM ist im Bpgm-KO deutlich schwächer exprimiert. (C) Repräsentative Darstellung der 

NCCRP1 Western Blot Signale. Der Nachweis von Tubulin (TUBB2B) diente zur Normalisierung. (D) Statistische 

Auswertung der NCCRP1 Expression. Die Ergebnisse bestätigen die proteomische Datenauswertung. Die 

Signifikanzbestimmung erfolgte mit dem Student´s t-Test (EpCAM) und dem Mann-Whitney test (NCCRP1). *p < 

0,05. (E) Die Immunfluoreszenzfärbung bestätigt die proteomische Datenauswertung, wonach PXDN im Bpgm-KO 

signifikant hochreguliert wird. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 
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Zur Identifizierung der durch den Bpgm-KO beeinflussten Signalwege wurde eine 

Anreicherungsanalyse regulierter Gene (englisch „Gene Set Enrichment Analysis“) durchgeführt. 

Hierfür wurden alle in der proteomischen Analyse identifizierten Proteine und die Hallmark-

Annotierungs-Tabellen von MSigDB96 verwendet. Dabei ergaben sich durch die Bpgm Deletion 

in der Mausniere insgesamt 12 signifikant regulierte Signalwege (Abbildung 14). Im Detail zeigte 

sich, dass glykolytische Faktoren im Bpgm-KO signifikant hochreguliert werden. Ein weiterer 

Stoffwechselweg, welcher signifikant im Bpgm-KO reguliert ist, ist der Fettsäurestoffwechsel – 

was bereits bei der Einzelkandidatbetrachtung auffällig wurde (siehe Tabellen 13 und 14). 

Interessant ist, dass der Signalweg „Fettsäurestoffwechsel“ einen neutralen Z-Score aufweist, da 

im gleichen Maß schwächer- als auch stärker exprimierte Proteine des Fettsäurestoffwechsels im 

Bpgm-KO beteiligt sind. Ein weiterer Signalweg, welcher durch eine Bpgm Deletion in der Niere 

hochreguliert wurde, ist der „Myc Targets V1“ Signalweg. Myc ist ein Transkriptionsfaktor, 

welcher eine große Rolle in verschiedenen biologischen Prozessen wie Zellzyklus, Proliferation, 

Dedifferenzierung, Apoptose sowie micro-RNA Aktivierung spielt.116 Weiterhin erwähnenswert 

ist die Anreicherung von Genen der Glykolyse – mit einem positiven Z-Score. Dieser Befund 

stimmt mit in vitro Ergebnissen von Kameliya Rögner überein, die eine verstärkte Glykolyserate 

nach Bpgm-knockdown in DCT Zellen zeigen konnte (unpubliziert). 

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass eine Unterdrückung der renalen BPGM 

Expression einen großen Einfluss auf Signalwege des Energiestoffwechsels hat.  
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Abbildung 14: Bubble Plots der proteomischen Gene Set Enrichment Analysis, 4 Tage nach Auslösung des 

Bpgm-KO. Ein negativer Z-Score zeigt an, dass die Mehrzahl der in diesem Signalweg regulierten Gene schwächer 

exprimiert werden. Ein positiver Z-Score zeigt dementsprechend, dass die Mehrzahl der in diesem Signalweg 

regulierten Gene stärker exprimiert werden. 

 

4.4.2 Ein Bpgm Defizit führt zur Dedifferenzierung von proximalen Tubuli 

 

In der proteomischen Analyse wurden durch den Bpgm-KO regulierte Signalwege wie „Myc 

Targets V1“ und „mTORC1“ identifiziert. Der „Myc Traget V1“ Signalweg ist in verschiedensten 

biologischen Prozessen von großer Bedeutung wie zum Beispiel im Zellzyklus, der 

Dedifferenzierung von Zellen, bei apoptotischen Prozessen sowie bei vielen mRNA 

Aktivierungen.116 Der mTORC1 (englisch „mammalian target of rapamycin complex 1“) 

Signalweg spielt eine wichtige Rolle für die Regulation des Zellzyklus und des Zellwachstums 

sowie des zellulären Metabolismus.117 Somit zeigten sich durch einen tubulären Bpgm-KO 
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mehrere Signalwege reguliert, welche einen Einfluss auf das Wachstum sowie der 

Dedifferenzierung von Zellen besitzen. Um dies zu verifizieren, wurden Immunfluoreszenz-

Studien zum Nachweis des Proliferationsmarkers KI-67 sowie der Dedifferenzierungsmarker 

Vimentin und α-SMA verwendet. Weiterhin wurde der Schädigungsmarker KIM-1 angefärbt, um 

zu analysieren, ob die Proliferations- und Dedifferenzierungsprozesse in den durch den Bpgm-KO 

geschädigten proximalen Tubuli stattfinden. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigte sich bei der 

Betrachtung des Nierengewebes im Bpgm-KO, dass die Marker KI-67, Vimentin und α-SMA in 

KIM-1 positiven PT hochreguliert wurden.  

Die Immunfluoreszenzfärbungen konnten damit zeigen, dass die KIM-1 positiven proximalen 

Tubuli umfassende Proliferations- sowie Dedifferenzierungsprozesse durchlaufen (Abbildung 15). 

Auch konnte bestätigt werden, dass die in den proteomischen Analysen durch den Bpgm-KO 

signifikant regulierten Signalwege hinsichtlich des Zellzyklus sowie der Dedifferenzierung einen 

möglichen Effekt auf die Morphologie der Tubulussegmente besitzen.   

 

 
Abbildung 15: KIM-1 positive proximale Tubuli im Bpgm-KO durchlaufen Proliferations- und 

Dedifferenzierungsprozesse. Immunfluoreszenzfärbung von Nierenschädigungsmarker KIM-1 (grün) mit KI-67, 

Vimentin und α-SMA (rot) in Kontrollen und Bpgm-KO. Die im Bpgm-KO KIM-1 positiven Tubuli zeigen eine Ko-

Lokalisation mit dem Proliferationsmarker KI-67 sowie mit den Dedifferenzierungsmarkern Vimentin und α-sma. Der 

Maßstabsbalken entspricht 100 µm. 
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4.4.3 Einfluss des Bpgm Defizits auf den Distalen Tubulus 

 

Durch die Deletion von Bpgm zeigte sich die Glykolyse als einer der am stärksten hochregulierten 

Signalwege (Abbildung 14). Aufgrund der Verbindung zwischen einer erhöhten Glykolyse und 

dem daraus resultierenden oxidativen Stress für die Zelle118 wurde das Vorkommen der 

Hämoxygenase-1 (HO-1) im Bpgm-KO näher untersucht. HO-1 ist ein antioxidatives Enzym, 

welches unter oxidativen Stress in der Zelle hochreguliert wird.119  

Für die Untersuchung von HO-1 im Bpgm-KO wurden Immunfluoreszenz-Studien durchgeführt. 

Hierbei konnte ein Vorkommen der HO-1 insbesondere in NKCC2 positiven TAL Zellen des 

Nephrons gezeigt werden (Abbildung 16 A). Mittels qPCR konnte eine moderate, jedoch 

signifikante Hochregulation der Hmox-1 (Gensymbol für HO-1) mRNA unter Bpgm Deletion 

nachgewiesen werden (Abbildung 16 B). Unter Verwendung unterschiedlicher Bpgm-knockdown 

Raten, die zur graduellen Abnahme der Bpgm mRNA führte, konnte eine signifikante negative 

Korrelation zwischen Bpgm und Hmox1 nachgewiesen werden (Abbildung 16 C). 

Mit Hilfe dieser Analysen konnte somit, neben dem schädigenden Einfluss des Bpgm-KO auf den 

PT (Kapitel 4.4.2.), auch ein Einfluss der Bpgm Deletion auf einen distalen Teil des Nephrons 

gezeigt werden.    
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Abbildung 16: Hochregulation der Hämoxygenase-1 (HO-1) nach Bpgm Deletion im TAL des Nephrons. (A) 

Immunfluoreszenzfärbung von HO-1 und NKCC2 in Kontrollen sowie Bpgm-KO. Durch die Deletion von Bpgm 

kommt es im NKCC2 positiven TAL zu einer Hochregulation von HO-1. Der Maßstabsbalken entspricht 100 µm. (B) 

Quantitative PCR von Hmox-1. Auch auf mRNA Ebene zeigt sich eine Hochregulation von Hmox-1 durch die Bpgm 

Deletion. Als statistische Analyse wurde für die Hmox-1 mRNA ein Student´s t-Test verwendet. *p < 0,05. (C) 

Korrelations-Analyse der Bpgm mRNA gegen Hmox-1 mRNA im Bpgm-KO. Es zeigt sich eine signifikante negative 

Korrelation zwischen Bpgm und Hmox-1. Für die Statistische Auswertung wurde eine Pearson Korrelation verwendet. 

**p = 0,0075 

 

4.5 Interzelluläre Kommunikation zwischen dem distalen und proximalen Nephron 

 

Im nachfolgenden Teil der Arbeit sollte näher untersucht werden, warum die Deletion der nur im 

distalen Nephron vorkommenden Bpgm zu einer Schädigung im proximalen Nephron führt. Die 

interzelluläre Kommunikation zwischen den einzelnen Tubulussegmenten könnte ein möglicher 

Weg der Signalübertragung innerhalb der Niere darstellen, welcher für die Pathophysiologie der 
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Niere auch in anderen Kontexten relevant ist. Die interzelluläre Kommunikation (englisch „cross 

talk“) zwischen spezifischen Zelltypen kann dabei bspw. verschiedene Transmittersubstanzen wie 

Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren sowie Hormon-ähnliche Substanzen umfassen.120–123  

 

4.5.1 Rolle des Immunsystems im Bpgm-KO 

 

Für die Aufklärung der molekularen Prozesse hinter der Nierenschädigung im Bpgm-KO sowie 

der interzellulären Signalübertragung zwischen den distalen und proximalen Tubuli, wurde die 

proteomische Analyse und ihre signifikant regulierten Einzelkandidaten und Signalwege 

herangezogen (siehe auch Kapitel 4.5).  

Der Interleukin-2 (IL2) Signalweg sowie der seines Zielgens „Signal transducer and activator of 

transcription 5“ (STAT5) ist einer der am stärksten herabregulierten Signalwege im Bpgm-KO 

(siehe Abbildung 14). Der IL2-STAT5 Signalweg modifiziert die funktionelle Aktivität von 

regulatorischen T-Zellen und zeigt insgesamt eine immunsuppressive Wirkung.124,125 Bei 

Betrachtung aller hochregulierten Proteine fiel der Transkriptionsfaktor NF-κB (englisch „Nuclear 

factor kappa B“) auf. NF-κB ist ein Transkriptionsfaktor, welcher verschiedene Gene der 

Immunantwort sowie Signaltransmitter aktiviert und reguliert.126 Eine Zunahme des 

inflammatorischen Aktivators NF-κB und eine Hemmung des immun-hemmenden IL2-STA5-

Weges deutet auf die Beteiligung von Immunzellen bei der Signalübertragung vom distalen zum 

proximalen Nephron hin. Zur näheren Charakterisierung wurden verschiedene Immunzellen sowie 

ihre Lokalisation zu den KIM-1 positiven geschädigten PT im Nierengewebe mithilfe von 

Immunfluoreszenzfärbungen genauer untersucht. Hierfür wurden die gängigen Immunzellmarker 

CD-3 für T-Zellen127, LY-6G für Neutrophile (Granulozyten)128 sowie F4/80 gegen 

Makrophagen129 verwendet. In den Kontrollen zeigten sich bei der Betrachtung der Immunzell-

Marker keine über das gesunde Gewebe hinaus auffälligen Anlagerungen von Immunzellen 

(Abbildung 17). Auch fiel im Bpgm-KO kein vermehrtes Vorkommen von T-Zellen sowie 

Neutrophilen auf. Bei der Analyse der F4/80 positiven Makrophagen im Bpgm-KO zeigte sich 

jedoch eine vermehrte ringförmige Anlagerung der Makrophagen um die KIM-1 positiven 

proximalen Tubuli. Im normalen Gewebe liegen im Gegensatz dazu die Makrophagen 

unregelmäßig verteilt im interstitiellen Raum der Mausniere.  
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Abbildung 17: Makrophagen umlagern KIM-1 positive proximale Tubuli im Bpgm-KO. 

Immunfluoreszenzfärbung vom Nierenschädigungsmarker KIM-1 (grün) mit Immunzellmarkern (rot) gegen T-Zellen 

(CD-3), Neutrophile (LY-6G) und Makrophagen (F4/80) auf Nierengewebe von Bpgm-KO und Kontrolltieren. Im 

Bpgm-KO zeigt sich eine Umlagerung der KIM-1 positiven Tubuli mit Makrophagen. Andere Immunzellen wie T-

Zellen und Neutrophile zeigen keine lokale oder quantitative Veränderung. Der Maßstabsbalken entspricht 100 µm.  

 

Eine Immunfluoreszenz-Analyse von NF-κB zeigte eine verstärkte Präsenz in geschädigten Tubuli 

und Makrophagen welche an KIM-1 positiven Tubuli lagern (Abbildung 18 A). Weiterhin wurde 

exemplarisch das NF-κB Zielgen Icam-1130 sowie einer der zahlreichen NF-κB Aktivatoren 

Tgfb1131  in der quantitativen PCR untersucht. Hierbei zeigte sich für beide untersuchten Gene eine 

Hochregulation im Bpgm-KO (Abbildung 18 B und C).   

Zusammenfassend deuten die NF-κB Aktivierung, die Hemmung des IL2-STAT5-Signalweges 

und die Umlagerung geschädigter KIM-1 positiven Tubuli mit Makrophagen auf eine Rolle des 

Immunsystems bzw. inflammatorischer Prozesse im Bpgm-KO hin.  Inwieweit die 

Makrophagenrekrutierung zu den geschädigten PT Ursache oder Folge der Schädigung ist, muss 

in weiteren Untersuchungen geklärt werden. 
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Abbildung 18: Hochregulation von NF-κB in Makrophagen und KIM-1 positiven Zellen nach Bpgm Deletion. 

(A) Immunfluoreszenzfärbung von NF-κB (rot), F4/80 (gelb) und KIM-1 (grün) in Kontrollen sowie Bpgm-KO. Nach 

Bpgm Deletion zeigen Makrophagen an den KIM-1 positiven geschädigten Tubuli sowie die geschädigten Tubuli 

selbst eine NF-κB Lokalisation. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. (B, C) Quantitative PCR des NF-κB Taget 

Gens Icam-1 (B) und des NF-κB Aktivators Tgfb1 (C). Beide Transkripte werden im Bpgm-KO verstärkt exprimiert. 

Für die statistische Analyse wurde für beide Gene ein Student´s t-Test verwendet. *p < 0,05 und **p < 0,01.       
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4.5.2 Die Rolle von „advanced glycation end products“ im Bpgm-KO 

 

Die Deletion von Bpgm in der Niere führte zu einer verstärkten Expression glykolytischer Faktoren 

(siehe: Kapitel 4.5). Auch in vitro konnte im Rahmen der parallel durchgeführten Dissertation von 

Kameliya Rögner bereits gezeigt werden, dass ein knock-down von Bpgm in DCT Zellen sowie 

embryonalen Mausfibroblasten (englisch „mouse embryo fibroblast“, MEF) zu einer Erhöhung der 

Glykolyserate führt (Daten hier nicht gezeigt). Des Weiteren zeigte sich auch der 

Fettsäurestoffwechsels im Bpgm-KO signifikant reguliert (Abbildung 14). Sowohl bei gesteigerter 

Glykolyse als auch Fettsäurestoffwechsel können durch die sogenannte Maillard Reaktion 

glykierte Reaktionsprodukte (englisch „advanced glycation end products“, AGEs) 

entstehen.77,132,133 Zur Aufklärung einer möglichen Entstehung von AGEs im Bpgm-KO wurden  

Immunfluoreszenzstudien mithilfe eines spezifischen anti-AGE Antikörpers, welcher 

verschiedene glykierte Proteine und Metabolite erkennt, durchgeführt. Im Vergleich zur Kontrolle 

zeigte sich im Bpgm-KO eine deutliche Akkumulierung von AGEs im Nierengewebe der Maus 

(Abbildung 19, gelbe Färbung). Durch die Ko-Färbung mit dem DCT-Marker Calbindin 

(Abbildung 19, rote Färbung) zeigte sich, dass das Vorkommen der AGEs auf den distalen Tubulus 

und seinen umgebenden intrazellulären Raum beschränkt ist. Im Vergleich dazu waren in der 

Kontrolle nur wenige AGEs in distalen Tubuli zu erkennen. Weiterhin kann gezeigt werden, dass 

die KIM-1 positiven proximalen Tubuli (Abbildung 19, grüne Färbung) in direkter räumlicher 

Nähe zu den mit AGE gefüllten distalen Tubulus stehen.      

AGEs sind Signalmoleküle, die durch spezifische Rezeptoren erkannt werden. Einer der am Besten 

charakterisierten Rezeptoren stellt RAGE (englisch „Receptor for advanced glycation end 

products“, RAGE) dar. Im Nierengewebe der Kontrollen konnte kein RAGE detektiert werden 

(Abbildung 20). Im Bpgm-KO kommt es im Gegensatz dazu im interstitiellen Raum neben den 

geschädigten Tubuli und am distalen Nephron zu einer deutlichen RAGE Färbung interstitieller 

Zellen.  

Zusammenfassend kann gezeigt werden, dass geschädigte proximale Tubuli in direkter räumlicher 

Nähe zu distalen Tubulie liegen, die eine Akkumulation von AGEs aufweisen. Interstitielle Zellen 

im Bpgm-KO sind RAGE positiv und könnten an der Signalgebung beteiligt sein.  
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Abbildung 19: Verstärkte Akkumulation von advanced glycation end products (AGEs) im renalen Bpgm-KO. 

Immunfluoreszenzfärbung von Nierengewebe in Bpgm-KO und Kontrollen mit dem Nierenschädigungsmarker KIM-

1 (grün), dem distalen Tubulus-Marker Calbindin (rot) und AGE (gelb). Im Vergleich zu den Kontrollen kommt es zu 

einer Erhöhung von AGEs in den distalen Tubuli der Bpgm-KO Niere. Des Weiteren zeigt sich, dass die KIM-1 

positiven geschädigten Tubuli in direkter Nähe zu den mit AGE angereicherten distalen Tubuli liegen. Der 

Maßstabsbalken entspricht 100 µm. 
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Abbildung 20: RAGE Signal an interstitiellen Zellen im Bpgm-KO. Immunhistochemie des AGE-Rezeptors 

RAGE und Vimentin auf Folgeschnitten vom Nierengewebe der Kontrollen und des Bpgm-KO. An Vimentin 

positiven geschädigten proximalen Tubuli (PT) lagern interstitielle Zellen, welche RAGE positiv (Pfeile) sind. 

Benachbart zu den geschädigten PT liegen distale Tubuli (DT). In der Kontrolle ist weder eine erhöhte RAGE noch 

Vimentin-Färbung zu sehen. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

 

4.6 Die Bpgm Deletion führt zu renaler Fibrose 

 

Ein akutes Nierenversagen ist potentiell reversibel und wird häufig von Betroffenen nicht bemerkt. 

Um eine mögliche Progression des tubulären Schadens nach Bpgm-KO abschätzen zu können, 

wurden Nieren 8 Tage nach Induktion des Knockouts in Hinblick auf fibrotische Veränderungen 

untersucht. Die interstitielle Nierenfibrose gilt als manifestes Schädigungsmerkmal in der 

Nierenpathologie,134 wobei der Ausprägungsgrad die Progressivität des chronischen 

Nierenversagen begründet.134,135 Zur histologischen Darstellung einer möglichen Fibrose wurde 

die Siriusrot-Färbung136 verwendet. Die anschließende quantitative Auswertung erfolgte durch Dr. 

Robert Labes mit Hilfe der Nikon Software und eines eigens dafür entwickelten R-Scripts. Hierbei 

wurde der Anteil der Fibrose unter Diskriminierung großer Gefäße, welche auch durch Siriusrot 

gefärbt werden, berechnet. Dabei ergab sich zunächst im Vergleich Kontrolle zu 4 Tagen Bpgm-

KO keinen signifikanten Unterschied in der renalen Fibrosierung (Abbildung 21 B). Nach 8 Tagen 
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Bpgm-KO kann jedoch eine signifikante Erhöhung des Fibrose-Grades festgestellt werden. Bei 

Betrachtung der Mikroskopiebilder in Abbildung 20 A fällt auf, dass die fibrotischen Bereiche 

nach 8 Tagen Bpgm-KO besonders im Bereich zwischen dem Kortex und der Medulla der Niere 

vorkommen. Unter der Verwendung der quantitativen PCR wurde weiterhin der Fibrosemarker 

Ccl2 untersucht. Ccl2 (englisch „CC-chemokine ligand 2“) auch bekannt als MCP1 (englisch 

„monocyte chemotactic protein 1“) ist als Schlüssel-Mediator in der chronischen 

Nierenschädigung137 sowie der progressiven Fibrosierung der Niere138 beschrieben. Im Vergleich 

zur Kontrolle zeigten sich nach 4 und 8 Tagen der Bpgm Deletion signifikant erhöhte Ccl2 mRNA-

Level (Abbildung 21 C).    

Diese Ergebnisse deuten tatsächlich auf eine Progression des renalen Schadens nach Bpgm-KO 

hin. Auch wenn aufgrund des begrenzten zeitlichen Rahmens dieser Promotionsarbeit weitere 

Zeitpunkte (8 Tage und später) nicht näher charakterisiert wurden, kann aufgrund des 

zunehmenden Fibrosierungsgrades davon ausgegangen werden, dass die gezeigten Veränderungen 

4 Tage nach Bpgm-KO die Schlüsselmechanismen der Schadensbildung beinhalten.  
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Abbildung 21: 8 Tage nach der Bpgm Deletion kommt es zu einer beginnenden Fibrosierung im Nierengewebe. 

(A) Pikro-Siriusrot Färbung von Nierengewebe mit (B) statistischer Auswertung von Kontrollen sowie 4 und 8 Tage 

nach Bpgm-KO. 4 Tage nach Bpgm Deletion zeigen sich keine signifikanten Veränderungen hinsichtlich des 

Fibrosierungs-Grades der Niere. Nach 8 Tagen Bpgm-KO kommt es zu einer signifikanten Erhöhung von fibrotischem 

Gewebe im Vergleich zu den Kontrollen. (C) Quantitative PCR des Fibrose-Treibers Ccl2. Sowohl nach 4 als auch 

nach 8 Tagen der Bpgm Deletion kommt es zu einer signifikanten Erhöhung der Ccl2 mRNA-Konzentration. Der 

Maßstabsbalken entspricht 500 µm. Für die statistischen Analysen wurde ein Kruskal-Wallis Test mit einem Dunn-

Bonferroni-Test durchgeführt. *p < 0,05; ***p < 0,001.          
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5 Diskussion 

 

BPGM ist ein glykolytisches Enzym, welches bislang vorwiegend in Erythrozyten beschrieben 

wurde.84 Die bisher einzige bekannte physiologische Funktion der BPGM liegt in der Generierung 

von 2,3-BPG, welches die Sauerstoffaffinität von Hämoglobin und damit die 

Sauerstoffversorgung des Gewebes beeinflusst.59,60 Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte 

die Expression der BPGM in der Niere hinsichtlich der Lokalisation und (patho-) physiologischen 

Funktion aufgeklärt werden. Dabei zeigte sich, dass die BPGM in Abschnitten des distalen 

Nephrons exprimiert wird. Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit ein Mausmodel mit 

induzierbarem Bpgm-KO im Tubulussytem der Mausniere etabliert werden. Funktionelle 

Untersuchungen zeigen, dass die BPGM eine essentielle Funktion im tubulären Metabolismus in 

der Adaptation an Stressbedingungen erfüllt. Nach Auslösung der Bpgm Deletion in vivo, können 

bereits nach 4 Tagen klare Schädigungsmerkmale nachgewiesen werden. 8 Tage nach Bpgm-KO 

entwickelt sich eine manifeste Fibrose als Kennzeichen einer Nierenschädigung. 

 

5.1 BPGM kommt im distalen Nephron vor und wird unter Stressbedingungen 

hochreguliert 

 

Mit Hilfe von spezifischen Tubulussegment-Markern konnte eine konstitutive Expression der 

BPGM im distalen Nephron nachgewiesen werden. Im Detail zeigte sich die BPGM Lokalisation 

im TAL, DCT, CNT und Sammelrohr der Niere. Im PT konnte keine Expression von BPGM 

gezeigt werden, was im Einklang mit einer enzymatischen Ausstattung steht, die vorrangig auf 

Glukoneogenese (dem der Glykolyse gegenläufigen Prozess) ausgerichtet ist.28 Um den enorm 

hohen Energiebedarf aus Resorptionsleistung und Glukoneogenese zu decken, produzieren die PT 

das Energieäquivalent ATP vorwiegend aus der oxidativen Phosphorylierung von 

Fettsäuren.27,30,31 Unter Stressbedingungen des ANV´s, wie zum Beispiel einer Hypoxie oder einer 

mitochondriellen Dysfunktion, können epitheliale Zellen des proximalen Tubulus ihren 

Metabolismus jedoch zur Glykolyse hin umprogrammieren.27,33,139,140 Dieser als zelluläre 

Transition oder auch Dedifferenzierung bezeichnete Prozess ermöglicht den PT-Zellen das 

Überleben unter hypoxischen Bedingungen.27,33,139,140 Hält diese metabolische Veränderung 

jedoch zu lange an, kann eine verstärkte Glykolyse einschließlich einer reduzierten Fettsäure-

Oxidation zu Inflammation, der Fettsäuren-Akkumulation oder einer Fibrose der Niere führen.139 



72 

 

Im Gegensatz zum PT, exprimieren Zellen des distalen Abschnittes des Nephrons (TAL, DCT, 

CNT und Sammelrohr) glykolytische Enzyme.141,142   

Im Mausmodell konnte im Vorfeld dieser Arbeit eine verstärkte Expression der BPGM im Kontext 

eines Rhabdomyolyse-vermittelten ANV beobachtet werden. Um auch in der menschlichen Niere 

das Vorkommen von BPGM sowie seiner Hochregulation im ANV zu bestätigen, wurden 

Einzellzell-RNA Sequenzierungsdaten aus humanen ANV Biopsien, wie in Hinze et al.105 

beschrieben, näher untersucht. Hierbei bestätigte sich ein Vorkommen von BPGM in den distalen 

Tubulus-Segmenten. Besonders im Verbindungstubulus wurde BPGM im ANV signifikant 

hochreguliert. Auch im Urin von Patienten mit ANV, wie in Klocke et al.143 beschrieben, konnte 

BPGM in Zell-Clustern des CNT und des Sammelrohrs identifiziert werden (nicht gezeigt; 

Datensatz verfügbar unter: https://github.com/janklocke/Urine-single-cell-sequencing-AKI). 

Weiterhin zeigte sich in diesem Datensatz eine Hochregulation von BPGM in Zellen, welche auch 

Schadensmarker exprimieren. Weitere Auswertungen von Einzelzell-transkriptomischen 

Datensätzen zeigen u.a. auch in Patienten mit einer Diabetischen Nephropathie eine 

Hochregulation von BPGM in Schaltzellen des CNT und Sammelrohrs.144 Diese Ergebnisse 

bestätigen neben dem Vorkommen in der Maus auch eine humane Expression von BPGM im 

distalen Nephron der Niere sowie einen direkten Zusammenhang zwischen der Regulation der 

BPGM-Expression und verschiedenen Nierenpathologien. Als neuer Biomarker zum tubulären 

Schaden könnte BPGM im Urin von ANV Patienten an Bedeutung gewinnen, jedoch müsste dies 

in weiterführenden Studien noch näher analysiert werden. 

 

5.2 Eine Bpgm Deletion führt zu Schäden am proximalen Tubulus 

 

Beim verwendeten Bpgm-Knockout Modell wird die Cre Rekombinase unter dem Doxyzyklin 

induzierbaren Pax8 Promotor exprimiert, welche durch spezifische loxP Seiten im Bpgm Gen das 

Exon 2 des Gens ausschneidet. Pax8 ist ein Promotor spezifisch für das gesamte Nephron145, 

weshalb das Deletionssystem häufig Anwendung in der Nierenforschung findet.146,147 4 Tage nach 

der Doxyzyklin-Injektion erfolgte die Blut- sowie Nierenentnahme. In der routinemäßig 

durchgeführten histologischen PAS Färbung zeigten sich im Bpgm-KO per se 

überraschenderweise deutlich geschädigte, morphologisch veränderte Tubuli. Bei den Tubuli 

handelte es sich um Abschnitte des PT, welche bereits einen Verlust des Bürstensaums sowie eine 

Verringerung des tubulären Lumens zeigten. Der Bürstensaum-Verlust ist ein für den PT ein 

typisches Zeichen eines Schadens unter verschiedenen Nierenpathologien.148–150 Weiterhin zeigen 

die PT eine Polyploidie, welche auch mit tubulären Schäden assoziiert ist.151  
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Ergänzend zeigte sich durch quantitative PCR und Immunfluoreszenz-Analysen eine signifikante 

Hochregulation der frühen tubulären Schadensmarker KIM-1 und NGAL. Hierbei konnte für beide 

Marker eine Lokalisation exklusiv im PT des Nephrons festgestellt werden. Da am Tag 4 nach 

Bpgm-KO kein Serumkreatinin-Anstieg nachgewiesen wurde, weisen die PAS-Färbung und 

frühen Schadensmarker KIM-1 und NGAL auf eine beginnende Schädigung ohne 

Funktionsverlust hin. Erste Ansätze zur Untersuchung des weiteren zeitlichen Verlaufes zeigen 8 

Tage nach Auslösung des Bpgm-KO eine Zunahme von Fibrose, was eine weitere Progression des 

renalen Schadens nahelegt. Um zu verstehen, welche molekularen Mechanismen durch den 

tubulären Bpgm-KO induziert werden, die letztlich zu einer Schädigung des PT führen, erscheint 

der 4-Tagezeitpunkt für diese Untersuchungen daher besonders geeignet. Im direkten Fokus sollte 

dabei die Frage stehen, wie es zur Schädigung des PT kommt, obwohl eine BPGM Expression in 

diesem Tubulusabschnitt gar nicht nachgewiesen werden konnte.  

Die Ergebnisse deuten auf eine Wirkung des BPGM Verlustes über das distale Nephron, 

dem Ort der BPGM Lokalisation, hinaus hin. Im Bpgm-KO liegen die geschädigten PT in direktem 

Kontakt mit Calbindin-positiven DCT und CNT Zellen, welches eine interzelluläre 

Kommunikation der beiden Tubulus-Segmente nahelegt. Eine solche Signalübertragung kann 

entweder über parakrine oder endokrine Faktoren sowie über Nervenzellen vermittelt werden. 

Weiterhin sind direkte Zell-Zell-Kontakte (Gap Junctions) möglich.152 Von einer parakrinen 

Kommunikation spricht man, wenn eine Zelle eine Substanz sezerniert, welche auf die 

umgebenden Zellen einen Einfluss besitzt.153 Die endokrine Kommunikation beschreibt die 

Signalübertragung über die Blutbahn, bspw. durch Hormone.153    

Die interzelluläre Kommunikation zwischen verschiedenen Tubuluszelltypen, neben dem 

Tubuloglomerulärem-Feedback, wurde in der Forschung noch nicht häufig beschrieben. Bislang 

konnte zum Beispiel die Arbeitsgruppe um El-Achkar et al. zeigen, dass TAL Zellen über das 

Tamm-Horsfall Protein inflammatorische Prozesse im Pars recta des PT regulieren können. Dies 

ist unter anderem möglich, da die beiden Segmente an einigen Stellen weniger als 500 nm 

voneinander getrennt im Gewebe vorliegen.120 Takaori et al. zeigten, dass eine durch das 

Diphterie-Toxin induzierte spezifische Schädigung der PT auch zu Schäden an den distalen Tubuli 

führt.154 Weitere Beispiele zeigen, dass distale Tubuli extrazelluläre Vesikel des PT aufnehmen 

können, welches einen weiteren Weg der intrarenalen Kommunikation bietet.155 Auch ist der 

distale Tubulus in der Lage viele verschiedene Zytokine, Wachstumsfaktoren und gefäßaktive 

Substanzen zu sezernieren, welche auf umliegende Nephronsegmente einen (parakrinen) Einfluss 

haben können.121 Als „Vermittler“ aber auch Auslöser können letztlich auch gewebeständige 
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Immunzellen fungieren, die Signale aufnehmen, umwandeln und durch ihre veränderte Aktivität 

entzündliche Prozesse in der Umgebung fördern. 

 Im weiteren Verlauf der Arbeit sollten daher mögliche Faktoren bzw. Substanzen 

identifiziert werden, welche den Schaden durch Bpgm-KO am PT provozieren könnten.   

 

5.3 Der Einfluss von Bpgm auf die Physiologie der Niere  

 

Um die Funktion von Bpgm in der Niere näher charakterisieren zu können, wurden die Nieren 

nach tubulärem Bpgm-KO einer massenspektrometrischen Proteom-Analyse unterzogen. Nach der 

Identifizierung regulierter Signalwege konnte zunächst gezeigt werden, dass verschiedene 

metabolische Stoffwechselwege, wie der Fettsäure-Stoffwechsel und die Glykolyse durch eine 

Bpgm Deletion in der Niere signifikant reguliert sind. Insbesondere zeigten sich Faktoren der 

Glykolyse signifikant hochreguliert. Dieser Befund legt nahe, dass BPGM einen hemmenden 

Einfluss auf die Glykolyserate hat. Im Einklang mit diesen Ergenissen konnte bspw. auch an 

Astrozyten gezeigt werden, dass die BPGM den glykolytischen Stoffwechselweg unterdrückt.90 

Weiterhin bestätigend zeigten in vitro Experimente in Maus DCT sowie MEF-Zellen (MEF, 

englisch „mouse embryo fibroblast“) in der parallel durchgeführten, noch nicht veröffentlichten 

Dissertation von Kameliya Rögner, dass ein si-RNA vermittelter Knock-down von Bpgm zu einem 

gesteigertem Glukoseverbrauch bei vermehrter Laktatakkumulation führt (persönliche 

Mitteilung). Im Gegensatz dazu konnte die Arbeitsgruppe um Oslund et al. keinen Einfluss von 

BPGM auf die Glykolyse-Rate in humanen Zellenlinien nachweisen.56 Von einem Maus-Mensch 

Spezies-Unterschied wird an dieser Stelle jedoch nicht ausgegangen, da Menschen mit Bpgm 

Mutationen in Erythrozyten hohe Werte an den glykolytischen Metaboliten 3-PG, 

Triosephosphaten und Fructose-1,6-diphosphat aufweisen, was auf eine erhöhte Glykolyse-Rate 

hindeutet.62  

Eine Hemmung der Glykolyse durch BPGM sollte gravierende Auswirkungen auf den 

Zellstoffwechsel haben, da glykolytische Intermediate als Substrate und Signalgeber für vielfältige 

Prozesse verantwortlich sind.156–158 Ein im Bpgm-KO nennenswertes Beispiel ist die 

Triosephosphat-Isomerase (TPI1), welches eines der Top 20 hochregulierten Proteine darstellt. 

TPI1 ist ein Schlüsselenzym der Glykolyse, welches die Umwandlung zwischen Glyceraldehyd-

3-Phosphat und Dihydoxyacetonphopshat katalysiert.159,160 Neben der Glykolyse trägt TPI1 auch 

zur Glukoneogenese, dem Pentose-Phosphat-Signalweg und der Fettsäure-Biosynthese bei.160 

Weiterhin kann TPI1 in Krebs-Zellen den PI3K/AKT/mTOR Signalweg aktivieren, welcher 

Auswirkungen auf die Glykolyse-Rate und die Zellproliferation besitzt.159 Bestätigend hierzu war 
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auch im Bpgm-KO der Signalweg über mTORC1 signifikant reguliert. mTORC1 kann über 

verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren aktiviert werden.161 Eine veränderte mTOR 

Aktivität steht in Verbindung mit vielen Nierenpathologien wie renaler Fibrose162, chronischem 

Nierenversagen163, polyzystischen Nieren164 oder auch glomerulären Erkrankungen161,165. Weil 

auch neben mTORC1 der Signalweg Myc Target V1 unter Bpgm Deletion reguliert war und dieser 

Auswirkungen unter anderem auf den Zellzyklus und der Dedifferenzierung von Zellen besitzt116, 

wurden Immunfluoreszenz-Studien mit dem Proliferationsmarker KI-67 sowie den Fibrose- und 

Dedifferenzierungsmarkern Vimentin und α-SMA durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass nach 

Bpgm-KO eine Reihe von KIM-1 positiven (geschädigten) proximalen Tubuli auch Proliferations- 

sowie Dedifferenzierungsprozesse (Vimentin & -SMA positiv) durchlaufen. Eine mögliche 

Erklärung wurde von Endo et al. gezeigt: Um sich vor möglichen Schäden zu schützen bzw. 

geschädigte Epithelzellen zu ersetzten, können PT-Zellen Dedifferenzierungsprozesse 

durchlaufen.14 Häufig wird dabei von der Epithelialen zur Mesenchymalen Transition (EMT, 

englisch „Epithelial to mesenchymal transition“) gesprochen. EMT ist ein Prozess, bei dem 

tubuläre Epithelzellen ihre metabolischen und phänotypischen Eigenschaften verlieren und zu 

Mesenchymzellen dedifferenzieren. Es wird davon ausgegangen, dass PT-Zellen unter Stress auf 

diese Weise wieder zur Glykolyseaktivität befähigt werden, wodurch sie einem hypoxischem 

Schaden entgehen. Dieser Mechanismus steht in der Niere im direkten Zusammenhang mit der 

Pathogenese von renaler interstitieller Fibrose.166,167 Verschiedene Faktoren können den EMT 

Prozess induzieren. Im Typ 2 EMT, welcher zur anschließenden Fibrosierung des Gewebes führen 

kann, gehören unter anderem im umliegenden Gewebe lokalisierte Fibroblasten oder Immunzellen 

als Induktoren zu diesem Prozess.168,169  

Gewebeständige Immunzellen könnten mögliche Signaltransmitter zwischen den distalen 

und proximalen Tubuli im Bpgm-KO darstellen. Entsprechende Untersuchungen zeigten eine 

Umlagerung von F4/80 positiven Makrophagen um die geschädigten KIM-1 positiven PT. In 

gesunden Nieren liegen Makrophagen gleichmäßig im Gewebe verteilt vor, wo sie als sogenannte 

„Wächter“ auf äußere und innere Einflüsse, reagieren können.170 In vielen Studien konnte gezeigt 

werde, dass Makrophagen in der Niere hauptsächlich an inflammatorischen aber auch an 

regenerativen Prozessen beteiligt sind.171–173 Im Rahmen dieser Studie konnte nicht eindeutig 

geklärt werden, ob Makrophagen Auslöser entzündlicher Prozesse (einhergehend mit KIM-1 

Positivität) nach Bpgm-KO am PT sind, oder ob KIM-1 als Attraktans zur Anlockung der 

Makrophagen führt. Für beide Möglichkeiten finden sich Beispiele in der Literatur: So zeigten 

verschiedene Sudien, dass bspw. KIM-1 positive renale Epithelzellen auch Makrophagen im 

umliegenden Gewebe aktivieren können.174,175 Im Gegensatz dazu können sich, als Antwort auf 
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einen inflammatorischen Schaden, Makrophagen an geschädigtes Gewebe anlagern und Zytokine 

und Wachstumsfaktoren ausschütten, welche zu einer verstärkten KIM-1 Akkumulation führen 

können.168,176 Dass durch den Bpgm-KO inflammatorische Prozesse in der direkten Umgebung 

ausgelöst werden, wird durch die verstärkte Expression von NFB, ICAM und TGF- unterstützt. 

Weiterführende Studien mit Einzelzell-Transkriptom Analysen im zeitlichen Verlauf nach Bpgm-

KO, sollen zu dieser Frage Aufschluss geben.  

 Wie bereits beschrieben, verursacht die Bpgm Deletion in der Niere eine Hochregulation 

der Glykolyse und eines ihrer Schlüsselenzyme TPI1. Bei einem hohen Vorkommen an 

Glyceraldehyd-3-Phosphat, welches von TPI1 generiert wird, kann das Metabolit nicht-

enzymatisch dephosphoryliert werden, was in einer Generierung von Glyceraldehyd resultiert.177 

Aus der Verbindung von Glyceraldehyd mit verschiedenen Proteinen können wiederum für die 

Zellen toxische glykierte Reaktionsprodukte (AGEs, englisch „advanced glycation end products“) 

entstehen, welche in hohen Konzentrationen zu verschiedenen zellulären Funktionsstörungen 

führen können.178 Die Entstehung von AGEs ist auf verschiedenen Wegen möglich, wobei am 

häufigsten die Maillard Reaktion benannt wird. Bei der Maillard Reaktion verbinden sich nicht-

enzymatisch ein reduzierter Zucker (Glukose oder Fruktose) mit einem Protein, Peptid oder einer 

freien Aminogruppe zu einer Schiff´schen Base.77 Durch weitere chemische Reaktionen können 

im Verlauf sogenannte Amadori-Produkte entstehen, welche mit weiteren Aminogruppen an 

Proteinen oder über Degradation zu reaktiven Carbonylen zu AGEs werden.77 Neben einer 

übersteigerten Glykolyserate können AGEs vermehrt auch durch die Lipid-Oxidation bzw. den 

Fettsäurestoffwechsel entstehen.77 Überdies wird zwischen endogenen, von der Zelle 

produzierten, und exogenen, aus prozessierten Lebensmitteln aufgenommenen, AGEs 

unterschieden.77 Im Organismus werden AGEs in der Niere frei filtriert und von Epithelzellen via 

Endozytose absorbiert. Die Moleküle können anschließenden zu AGE Peptiden degradiert und 

wieder in die Blutzirkulation oder den Urin abgegeben werden.77,179    

Um eine mögliche Rolle von AGEs aufgrund der übermäßigen Glykolyserate durch den 

Bpgm-KO zu eruieren, wurden weitere Immunfluoreszenz-Studien durchgeführt. Dabei zeigte sich 

eine deutliche Akkumulation von AGEs im distalen Tubulus des Bpgm deletierten Nephrons, 

welche in direktem Kontakt mit den geschädigten KIM-1 positiven PT liegen. In einer Reihe von 

Studien zur diabetischen Nephropathie wurde eine Akkumulation von AGEs im PT - jedoch ohne 

erhöhte Akkumulation in distalen Tubuli - gezeigt.180–182 Eine spezifische Akkumulation von 

endogenen AGEs in distalen Tubuli wurde bislang noch nicht beschrieben. Ergänzend dazu konnte 

der AGE-Rezeptor (RAGE) an interstitiellen Zellen des Bpgm-KO nachgewiesen werden, welche 

direkt an den distalen sowie den geschädigten (KIM-1 positiven) PT lagern. RAGE vermittelt 
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verschiedene intrazelluläre Signale, zum Beispiel in endothelialen Zellen, Makrophagen und 

Mikrogliazellen.183 RAGE wird bei erhöhtem Vorkommen extrazellulärer AGEs verstärkt 

exprimiert.184 Daher könnte sich seine verstärkte Präsenz im Interstitium nach Bpgm-KO durch 

eine Akkumulation nach Freisetzung von AGEs aus dem distalen Tubulus erklären. Über die 

Freisetzung von AGEs aus Zellen können auch benachbarte Zellen beeinflusst werden178, was 

einer parakrinen Signalübertragung entspricht. Hierbei wird in der Literatur vorrangig von der 

AGE-RAGE Achse gesprochen.178,185 Durch die AGE-RAGE Bindung kann in der Zelle 

oxidativer Stress induziert werden - mit anschließender Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-

κB.186,187 Bestätigend hierzu findet sich auch im Bpgm-KO eine signifikante Hochregulation von 

NF-κB sowohl in Makrophagen als auch den geschädigten PT (siehe Abbildung 18 & Supplement: 

Tabelle „Differentielle Genexpression“). Die Kausalität dieses Zusammenhangs muss jedoch noch 

in weiteren Versuchen näher untersucht werden, da NF-κB in fast allen Zellen der Niere 

vorkommt.187  

Die durch RAGE Aktivierung veränderte Immunantwort führt zur Bildung von 

proinflammatorischen Zytokinen sowie reaktiven Sauerstoffspezies und 

Stickstoffverbindungen.188 Es wird an dieser Stelle postuliert, dass durch den Bpgm-KO distale 

Tubuli AGEs generieren und sezernieren, welche an RAGE von interstitiellen Zellen und/oder 

Makrophagen binden. In der Folge kommt es zur NF-κB Hochregulation und weiteren Freisetzung 

von Zytokinen oder anderen Signaltransmittern, die im weiteren Verlauf zu einer Stressantwort im 

PT führen. An einigen PT Zellen ist die Stressreaktion so stark, dass ein 

Dedifferenzierungsprogramm zur Rettung aktiviert wird (Abbildung 22). Tatsächlich konnte 

bereits eine Verbindung zwischen AGEs und EMT gezeigt werden.189 In dieser Studie an Ratten 

zeigten renale Epithelzellen in vitro, dass AGEs die Transdifferenzierung stimulieren können190. 

Auch in humanen renalen PT (HK2) Zellen, führten AGEs zu einer verstärkten Expression von 

fibrotischen Molekülen, EMT-Markern, EZM (extrazelluläre Matrix) Proteinen und ER 

(Endoplasmatisches Retikulum)-Stress-induzierten Molekülen.180 So zeigten Nowotny et al., dass 

AGEs auch Matrix-Proteine modifizierten, welche im weiteren Verlauf zur zellulären 

Dedifferenzierung, reduzierter Zelladhäsion - bis hin zum Zelltod beitrugen.191 Induziert durch 

AGEs, kommt es durch die erhöhte EZM Expression zur renalen Fibrose.180 
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Abbildung 22: Hypothetischer Mechanismus der durch Bpgm-KO verursachten Schädigung der proximalen 

Tubuli. Durch den Bpgm-KO kommt es zu einer gesteigerten Glykolyserate, was zur Bildung von AGEs und ROS 

führt. AGEs können in die Umgebung sezerniert werden und treffen als Stress-Signalmoleküle auf den Rezeptor 

RAGE. Die RAGE Aktivierung an Makrophagen/ interstitiellen Fibroblasten aktiviert NF-kB, was die Synthese 

weiterer Cytokine antreibt. Insgesamt ergibt sich eine stark pro-inflammatorische Konstellation, die Stress in den 

proximalen Tubuli auslöst. Diese können den Stress entweder kompensieren, oder versuchen sich durch 

Dedifferenzierung (EMT) zu retten. In dieser Kaskade werden zeitgleich pro-fibrotische Signalwege aktiviert, die zur 

Progression des Schadens führen. Abkürzungen: AGEs: englisch “advanced glycation end products”; BPGM: 2,3-

Bisphosphoglycerat Mutase; EMT: epithelial-mesenchymale Transition; NF-κB: englisch “Nuclear factor kappa B”; 

ROS: englisch “Reactive Oxygen Species”. 

 

Neben der verstärkten Bildung von AGEs, wurde eine erhöhte Glykolyse-Rate auch direkt mit 

einem erhöhtem oxidativen Stress der Zelle in Verbindung gebracht.192 In einem Circulus vitiosus 

können reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS, englisch „reactive oxygen species“) auch die 

Entstehung von AGEs begünstigen, was bereits im Kontext der diabetischen Nephropathie näher 

untersucht wurde.193,194 Dass es im Bpgm-KO zu einem oxidativen Stress kommt, zeigt sich durch 

die Erhöhung der antioxidantiv wirkenden Hämoxygenase-1 (HO-1) in TAL Zellen des Nephrons. 

Eine Korrelationsanalyse der Bpgm und Hmox1 mRNAs zeigte eine signifikante negative 

Korrelation, wodurch die These unterstützt wird, dass der Bpgm-KO zu verstärkter ROS Bildung 

führt. Unterstützend konnte im Rahmen der Promotionsarbeit von Kameliya Rögner zur zellulären 

Funktion der BPGM gezeigt werden, dass der si-RNA vermittelte Bpgm-Knockdown in vitro zu 

einer starken Abnahme der ROS-Eliminierungskapazität führt (persönliche Mitteilung). Auch die 
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ersten in vivo Ergebnisse zeigen Indizien für oxidativen Stress im distalen Tubulus nach Bpgm-

KO, jedoch müssen hierzu noch umfassendere Experimente durchgeführt werden, um den genauen 

Ursprung der ROS sowie dessen direkte Auswirkungen auf das Nephron zu belegen.         

Zusammenfassend kann gezeigt werden, dass AGEs und ROS an der tubulären 

Schadensbildung im Bpgm-KO beteiligt sind. Um den genauen Prozess der möglichen AGE 

Akkumulation in den distalen Tubuli sowie der AGE-RAGE Achse bei der Schädigung der PT zu 

untersuchen, benötigt es eine genauere Auflösung der in den verschiedenen Zellen vorkommenden 

Metabolite. Hierfür könnte das neue Verfahren der Einzel-Zell-Metabolom-Analyse195 für 

zukünftige Studien eingesetzt werden. Weiterhin muss noch näher untersucht werden, welche 

konkrete Rolle Makrophagen und interstitielle Zellen in der Pathogenese spielen.  

 

5.4 Ausblick 

 

Der Prozess des EMT ist in vielen Organen (bspw. Niere, Lunge, Leber) mit einer beginnenden 

Bildung von Fibrose, welche im weiteren Verlauf zu Funktionsstörungen und Organversagen 

führt, verknüpft.196–198 Die Fibrosierung der Niere ist ein Ergebnis der vermehrten Akkumulation 

von EZM im Gewebe, welches im Zusammenhang mit chronischen Nierenversagen (CKD, 

englisch „Chronic Kidney Disease“) zum Verlust der Nierenfunktion und zu einer terminalen 

Niereninsuffizienz (ESRD, englisch „End-Stage Renal Disease“) führen kann.135,199 Bei der 

renalen Fibrose wird primär zwischen tubulointerstitieller Fibrose und glomerulärer Sclerose 

unterschieden.199,200 Im Bpgm-KO konnte neben EMT als Fibrose-Treiber auch weitere 

Einzelkandidaten identifiziert werden, welche im Zusammenhang mit renaler Fibrose stehen. 

Hierbei fiel zum Beispiel Peroxidasin homolog (PXDN) auf, welches im Bpgm-KO hochreguliert 

wurde. PXDN ist eine Peroxidase, welche nach TGF-β1 Stimulation sekretiert wird und 

möglicherweise zur EZM Bildung der Niere beiträgt.201 Eine veränderte PXDN Expression wurde 

bereits mit Karzinomen, der renalen Fibrose, angeborenen Augenfehlern und verschiedenen 

kardiovaskulären Störungen in Zusammenhang gebracht.202 In verschiedenen 

Nierenschädigungsmodellen, wie der Unilateralen Uretalen Obstruktion (UUO, englisch 

„Unilateral Ureteral Obstruction“), kann eine Fibrosierung des Gewebes bereits nach 3 Tagen 

auftreten.203 In dem hier vorgestelltem Bpgm-KO Mausmodell, konnte 8 Tage nach Bpgm Deletion 

eine signifikante Erhöhung von fibrotischen Gewebe in der Niere nachgewiesen werden. 

Bestätigend zu der Sirius-Rot Färbung zeigte sich auch der Marker Ccl2 signifikant nach 4 und 8 

Tagen reguliert. Ccl2 oder auch bekannt als MCP-1 ist ein Chemokin, welches die Infiltration und 

Migration von Monozyten/Makrophagen reguliert.191,204 Ccl2 wurde in der Literatur bislang mit 
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der Progessitivät der Fibrosierung der Niere138 in Zusammenhang gebracht und wird als Schlüssel-

Mediator in der chronischen Nierenschädigung beschrieben.137 Weiterhin kann Ccl2 durch AGEs 

hochreguliert werden, wodurch im Nierengewebe auch inflammatorische Prozesse aktiviert 

werden können.191 Diese Ergebnisse zeigen weitere Hinweise zur Bedeutung der BPGM in der 

Aufrechterhaltung der Nierenhomöostase. Die Rolle weiterer Schlüsselfaktoren wie PXDN oder 

CCL2 im Bpgm-KO sollte näher charakterisiert werden. In in vitro Versuchen sollte weiterhin 

näher darauf eingegangen werden, welche Funktion das von BPGM gebildete Metabolit 2,3-BPG 

in den Nierenzellen hat. In weiterführenden Untersuchungen sollten auch spätere Zeitpunkte nach 

Bpgm-KO betrachtet werden. Räumlich aufgelöste Metabolom-Analysen (englisch: spatial 

metabolomics) sollen bei der weiteren Aufklärung der physiologischen und pathophysiologischen 

BPGM Funktion in der Niere helfen. Es muss noch geklärt werden, ob BPGM oder 2,3-BPG einen 

spezifischen Transporter besitzen, durch den sie regulatorische Funktionen über die Zelle hinaus 

ausüben könnten. Ein besonderer Schwerpunkt sollte auch auf der Regulation der BPGM 

Expression liegen. Ist es möglich die BPGM Expression gezielt zu aktivieren? Wenn ja, führt das 

zum Schutz vor tubulären Schäden? In dieser Arbeit wurde „nur“ gezeigt, dass der Verlust der 

BPGM zum Schaden führt, jedoch nicht, ob eine BPGM Erhöhung auch tatsächlich schützen 

würde. Die verstärkte Expression der BPGM im ANV legt letzteren Zusammenhang jedoch nahe.  

In einer parallel zu dieser Arbeit durchgeführten Untersuchung konnte gezeigt werden, dass im 

durch Rhabdomyolyse induzierten ANV auch AGEs eine bedeutende pathologische Rolle spielen 

(Kulow et al. 2024)205. Wie bereits in der Einführung dargestellt, hemmen AGEs die BPGM 

Aktivität, was im Bpgm-KO aufgrund des BPGM Mangels jedoch nicht relevant ist. Die verstärkte 

BPGM Expression in der Rhabdomyolyse könnte somit als zellulärer Versuch der Kompensation 

betrachtet werden, da AGEs den vermutlich Nieren-protektiven Faktor BPGM blockieren. Somit 

ergibt sich auch über die BPGM-AGE Achse, durch Hemmung der AGE Formation, ein 

interessanter pharmakologischer Ansatz zum Schutz der Nierenfunktion im Stress. 

 

5.5 Schlussfolgerung 

 

Die Expression der BPGM im distalen Nephron der Niere ist essentiell zur Aufrechterhaltung der 

metabolischen Homöostase und renalen Integrität. Die in dieser Arbeit charakterisierten 

Funktionen und die damit einhergehenden physiologischen Veränderungen der Niere durch eine 

Bpgm Deletion, zeigen eine bislang unbekannte Bedeutung des Enzyms für die Niere und dessen 

mögliche renoprotektive Funktion. Diese Erkenntnisse können für weiteren Studien zum 

Verständnis der Nierenerkrankungen und dessen Vermeidung von großer Bedeutung sein. Die 
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Ergebnisse dieser Studie zeigen auch, dass metabolische Veränderungen in distalen Tubulus-

Segmenten zu Schäden des proximalen Tubulus führen können, ohne dass der distale Tubulus 

selbst Schädigungsmerkmale erkennen lässt. Dieser Befund zeigt deutlich, dass der bisher in der 

Nierenpathologie weniger berücksichtigte distale Tubulus stärker in die Untersuchungen 

einbezogen werden sollte. Die in dieser Arbeit aufgezeigte Signalübertragung, insbesondere die 

durch AGEs, stellt einen möglichen pharmakologischen Ansatzpunkt zum Schutz der 

Nierenfunktion dar. 
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