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1 Einleitung 

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der sezernierten Proteindisulfidisomerase ERp57 (sERp57) 

und dem möglichen Einfluss von dieser auf die renale Fibrose. Die nächsten Abschnitte 

geben einen Überblick über das Krankheitsbild der Nierenfibrose und über bisherige Er-

kenntnisse zu ERp57 (endoplasmatic reticulum protein 57). 

1.1 Nierenfibrose 

Viele Menschen sind heutzutage von chronischen Nierenerkrankungen (CKD) betroffen, bei 

denen es oft im Verlauf zur renalen Fibrose kommt. Das heißt, es kommt zu einer progres-

siven Ansammlung von Extrazellulärmatrix (EZM) in den Glomeruli und im Interstitium 

(Nogueira et al. 2017). Vereinfacht kann man sagen, dass es sich bei der Nierenfibrose um 

eine fehlerhafte Wundheilung infolge einer chronischen Erkrankung handelt (Liu 2006). 

1.1.1 Epidemiologie 

Die Bedeutung von chronischen Nierenerkrankungen, welche eine geschätzte Prävalenz von 

weltweit acht bis 16 % haben, hat in den letzten Jahrzehnten zugenommen (Jha et al. 2013). 

Während chronische Nierenerkrankungen 1990 an 27. Stelle der weltweit häufigsten Todes-

ursachen gelistet waren, belegten sie 2010 bereits Platz 18. Dies ergab die Global Burden of 

Disease Study, welche 2012 in The Lancet veröffentlicht wurde (Lozano et al. 2012). Im Jahr 

2012 stellten sie schätzungsweise 1,5 % der weltweiten Todesursachen dar (Qi and Yang 

2018). 

1.1.2 Ätiologie 

Die Nierenfibrose kann viele unterschiedliche Ursachen haben, hierzu gehören beispiels-

weise Diabetes mellitus, arterielle Hypertension oder auch entzündliche und infektiöse Er-

krankungen der Niere. Diese Erkrankungen können letztendlich alle zur renalen Fibrose füh-

ren, wobei Diabetes mellitus weltweit gesehen die häufigste Ursache darstellt (Nogueira et al. 

2017; Jha et al. 2013).  
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1.1.3 Pathomechanismus 

Wird das Nierengewebe geschädigt, setzt ein Reparaturmechanismus ein. Diese Wundhei-

lung kann außer Kontrolle geraten und es kommt zur erhöhten Synthese von Extrazellulär-

matrix. Neben der erhöhten Extrazellulärmatrix-Synthese kommt es gleichzeitig zum ver-

minderten Abbau der EZM, sodass ein Ungleichgewicht zwischen Synthese und Abbau 

herrscht (Nogueira et al. 2017). Es kommt vor allem zu Ansammlungen von Kollagen I und 

III sowie Fibronektin im interstitiellen Raum (Zeisberg and Neilson 2010). Die Entstehung 

der renalen Fibrose kann in drei Schritte unterteilt werden. Hierzu gehören die Induktions-, 

die Inflammations- sowie die Post-Inflammationsphase. Neben der Ausschüttung von Che-

mokinen, der Einwanderung von mononuklearen Zellen, Freisetzung profibrotischer Cyto-

kine und Fibroblastenaktivierung/-prolieferation, wird zur Induktionsphase ebenfalls der 

Prozess der Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) gezählt (Strutz and Neilson 2003).  

Es gibt viele Hinweise, dass es in Verbindung mit einer Organfibrose zu derartigen Transiti-

onen kommt. Während einer EMT verliert eine epitheliale Zelle ihre Zellpolarität und nimmt 

einen mesenchymalen Phänotyp an, der es ihr erlaubt, reichlich EZM zu produzieren. Um 

eine EMT nachzuweisen, konnten verschiedene Marker ausfindig gemacht werden. Hierzu 

gehören zum einen cytoplasmatische und extrazelluläre Proteine, deren Expression im Rah-

men der EMT zunehmen und zum anderen epitheliale Proteine, bei denen die Expression 

infolge abnimmt. Vimentin, Alpha-Smooth Muscle Actin (α-SMA), Kollagen I und S100A4 

sind nur wenige Beispiele der hochregulierten Proteine. Zellkontakte wie E-Cadherin werden 

hingegen abgebaut (Kalluri and Weinberg 2009). Genau genommen handelt es sich aber 

meist nicht um eine vollständige Transition, sondern um eine partielle EMT. Das bedeutet, 

es werden sowohl epitheliale als auch mesenchymale Marker exprimiert, sodass die Zelle 

phänotypisch nicht gänzlich den Myofibroblasten zuzuordnen ist. Aber auch die partielle 

Transition führt zur Beeinträchtigung der normalen Zellfunktionen und führt zur Freiset-

zung von Cytokinen. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die transformierenden Zellen 

in der G2-Phase des Zellzyklus verharren, sodass hierdurch das Reparations- und Regenera-

tionsvermögen eingeschränkt wird (Lovisa et al. 2015; Zhou and Liu 2016). 

Bei Myofibroblasten handelt es sich um veränderte Fibroblasten, die die Fähigkeit der Kon-

traktion besitzen und α-SMA exprimieren, sodass sie den glatten Muskelzellen ähneln (Meis-

ter 1998). Nach einem Gewebeschaden kommt es zur Differenzierung dieses Zelltyps, wel-

cher eine Rolle in der Reparatur geschädigten Gewebes, aber auch im Rahmen tumoröser 
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Prozesse spielt (Hinz et al. 2007). Man geht davon aus, dass die Myofibroblasten einen Groß-

teil der Matrix sezernieren (Humphreys 2018). Bezüglich der Herkunft von Myofibroblasten 

gibt es neben der EMT weitere Ursprünge: So wurden als mögliche Ursprungszellen nicht 

nur epitheliale Zellen, sondern auch residente Fibroblasten, aus dem Knochenmark stam-

mende Fibroblasten, endotheliale Zellen und Perizyten ausfindig gemacht (Lovisa et al. 

2016).  

Nicht alle Zellen, die profibrotischen Bedingungen ausgesetzt sind, transformieren in der 

Folge. Kommt es beispielsweise durch den Einfluss vom transforming growth factor β1 (TGF-

β1), einem der bisher wichtigsten bekannten Initiatoren der EMT, zur Aktivierung der 

epithelialen Zellen, scheinen diese entweder Apoptose zu begehen oder sie transformieren 

zu mesenchymalen Zellen. Beide Wege führen aber bezüglich der Nierenfibrose letztendlich 

zum Funktionsverlust des renalen Tubulussystems (Zeisberg and Kalluri 2004).  

Eine Arbeit von Yang und Liu (2001) stellt die EMT in vier großen Schritten dar, welche 

nacheinander ablaufen. Hierzu gehört der Verlust von Zelladhäsionen, die Synthese von α-

SMA mitsamt einer Restrukturierung des Aktins, die Zerstörung der Basalmembran und die 

erhöhte Zellmigration und -invasion, was in Abbildung 1 zu sehen ist. 

 

Abbildung 1: Die EMT in vier Schritten (Yang and Liu 2001). Die Verwendung erfolgt mit freundli-

cher Genehmigung vom Elsevier Verlag. 
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Nicht nur in Bezug auf die Organfibrose gibt es Hinweise, dass die EMT eine große Rolle 

spielt. Zu ähnlichen Prozessen kommt es im Rahmen der Wundheilung und der Gewebere-

generation. Während die EMT im Rahmen dieser drei Prozesse (Fibrose, Wundheilung, Ge-

weberegeneration) als Typ 2 bezeichnet wird, sind daneben noch die EMT Typ 1 (Implanta-

tion, Embryogenese und Organentwicklung) sowie Typ 3 (maligne Prozesse) bekannt 

(Kalluri and Weinberg 2009). 

1.1.3.1 Die Rolle von Cytokinen in der Nierenfibrose 

Eine große Bedeutung im Rahmen der Fibrose kommt den Cytokinen zu. In der Induktions-

phase der Fibrose kommt es beispielsweise zur Ansammlung von einkernigen Zellen, welche 

durch die Ausschüttung verschiedener Cytokine und schließlich Chemokine veranlasst wird. 

Zu den wichtigen proinflammatroischen Cytokinen gehören zum Beispiel Interleukin-1 und 

der Tumornekrosefaktor-α, welche meist vermehrt bei glomerulär-entzündlichen Prozessen 

anzutreffen sind (Strutz and Neilson 2003). 

Zu den bisher relevantesten Cytokinen in der renalen Fibrose zählt außerdem der Transfor-

ming Growth Factor β, welcher im Folgenden näher betrachtet werden soll. Bei der TGF-β-

Familie handelt es sich um eine Gruppe von Cytokinen. Säuger exprimieren drei Isoformen 

dieser Familie: TGF-β1, TGF-β2 und TGF-β3. Diese haben u.a. eine große Bedeutung in 

der Embryogenese, im Wachstum, bei Entzündungsprozessen und Reparaturmechanismen 

(Clark and Coker 1998). 

In der Organfibrose spielt besonders TGF-β1 eine große Rolle, so auch in der Nierenfibrose. 

Zunächst liegt TGF-β1 aber durch die Bindung an das latent-assoziierte Protein  (LAP) als 

latenter Komplex vor (Meng et al. 2015).  Es wird als großer latenter Komplex sezerniert, 

welcher aus dem TGF-β1-Dimer, dem latent-assoziierten Protein (LAP) und dem latent tgf-β 

binding protein (LTBP) besteht. Der Komplex aus LAP und TGF-β1-Dimer wird auch als small 

latent complex (SLC) bezeichnet. Um TGF-β1 zu aktivieren, muss die Verbindung zum LAP 

aufgehoben werden. Hierzu sind bereits verschiedene Möglichkeiten bekannt. Zum Beispiel 

konnte TGF-β1 in der Zellkultur durch verschiedene Integrine aktiviert werden, aber auch 

pH-Änderungen oder Hitze scheinen eine Aktvierung von latentem TGF-β1 initiieren zu 

können (Fontana et al. 2005). Ist das TGF-β1 nun von seinem Komplex gelöst und damit 

aktiviert, kann es an den TGF-β-Rezeptor Typ-II binden. Hierdurch wird die Phosphorylie-

rung des TGF-β-Rezeptors Typ-I ausgelöst und es bildet sich ein heterodimerer Rezeptor. 

Anschließend kommt es im Cytoplasma zur Phosphorylierung der Proteine SMAD2 und 
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SMAD3, welche dann zusammen mit SMAD4 als Komplex in den Zellkern eindringen kön-

nen. Dort nehmen sie Einfluss auf Transkriptionsfaktoren und regulieren so die Synthese 

verschiedener Proteine (Hayashi and Sakai 2012). Dieser Signalweg ist in Abbildung 2 dar-

gestellt. 

Die Aktivität von TGF-β1 kann also nicht nur durch eine gesteigerte Synthese erhöht wer-

den, sondern auch durch eine gesteigerte Aktvierung des latenten TGF-β1 (Liu 2006). Über 

diesen beschriebenen SMAD2/SMAD3-abhängigen Signalweg kann TGF-β1 eine EMT aus-

lösen (Kalluri and Weinberg 2009). 

 

 

Abbildung 2: TGF-β1-Signalweg (Lan 2011). CC BY-NC-ND 3.0 

 

1.1.4 Therapie 

Die chronischen Nierenerkrankungen zeigen einen progressiven Verlauf, sodass es schließ-

lich zum Nierenversagen kommt, was die Dialyse bzw. eine Nierentransplantation lebens-

notwendig macht (Liu 2006). Bisher war es klinisch nicht möglich, eine Nierenfibrose zu 
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heilen. Auch das Aufhalten der Erkrankung konnte in den letzten Jahren kaum Erfolge brin-

gen. Es gibt aber erste Therapieansätze, die erfolgsversprechend erscheinen. Im Labor gab 

es schon erfolgreiche Versuche die Nierenfibrose zu stoppen, indem beispielsweise am TGF-

β1-Signalweg angegriffen wurde, was klinisch aber noch keinen Durchbruch bringen konnte 

(Shihab 2007). Hierbei scheinen vor allem die anti-inflammatorischen Eigenschaften des 

TGF-β, die es neben den profibrotischen Eigenschaften besitzt, ein Problem darzustellen 

(Liu 2006). Auch der Angriff am Integrin αvβ6, welches die Fähigkeit besitzt, TGF-β zu 

aktivieren, scheint ein vielversprechender Ansatz zu sein. Einen Vorteil gegenüber dem di-

rekten Eingriff am TGF-β erhofft man sich dadurch, dass dieses Integrin hauptsächlich in 

geschädigtem Gewebe vorkommt und so auch hauptsächlich dort eingegriffen wird (Hahm 

et al. 2007). 

1.2 EMT-Marker 

Wie zuvor bereits erwähnt, gibt es zum einen Marker für mesenchymale Zellen z.B. S100A4 

und zum anderen für epitheliale Zellen wie das E-Cadherin (Kalluri and Weinberg 2009). 

Auf einige dieser Marker soll im Folgenden näher eingegangen werden, da sie auch in der 

vorliegenden Arbeit genutzt wurden. 

1.2.1 Vimentin 

Das Protein Vimentin gehört zu den Typ III-Intermediärfilamenten. Intermediärfilamente 

machen einen Hauptbestandteil des Cytoskeletts aus und sind in nahezu allen Zellen von 

Wirbeltieren zu finden. Neben dem Cytoplasma kommen Intermediärfilamente auch im Zell-

kern vor, wo sie einen Bestandteil des Kernskeletts darstellen (Eriksson et al. 2009). Im Cy-

toplasma sind Intermediärfilamente v.a. perinukleär anzutreffen und scheinen so den Zell-

kern in seiner Position zu halten. Besonders in Zellmembranregionen mit Zellkontakten gibt 

es Anzeichen dafür, dass die Intermediärfilamente dort Kontakt zur Zelloberfläche haben 

und so möglicherweise Zellkern und Zelloberfläche verbinden. Sie scheinen also einen Ein-

fluss auf Zellintegrität und Zellform zu besitzen (Goldmann et al. 1996). Das Typ III-Inter-

mediärfilament Vimentin zählt zu den mesenchymalen Markern und scheint auch als Marker 

für eine EMT geeignet zu sein (Kalluri and Weinberg 2009).  

In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass mehrere Vimentin-Formen existieren, wel-

che laut den Untersuchungen von Buchmaier et al. (2013) unabhängig voneinander reguliert 
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werden können. Insgesamt konnten vier Formen ausfindig gemacht werden, welche als Vi-

mentin I bis IV bezeichnet werden. In der Nomenklatur handelt es sich bei Vimentin I 

(46kDa) um die Form mit dem geringsten Molekulargewicht (MW), gefolgt von Vimentin II 

(48kDa), Vimentin III (50kDa) und schließlich Vimentin IV (54kDa), welches das höchste 

MW vorweist. Die Expression dieser Formen kann durch osmotischen Stress reguliert wer-

den. Es gibt außerdem Anzeichen dafür, dass die Vimentin-Formen mit dem höheren MW 

eine Rolle bei der Abwehr von pro-apoptotischen Einflüssen spielen. Sie werden in der Zell-

kultur nach Apoptoseinduktion vermehrt exprimiert (Buchmaier et al. 2013). 

Eine andere Arbeit aus dem Jahr 2001 zeigt dagegen, dass Vimentin durch verschiedene 

Caspasen in andere Formen aufgespalten wird. Hier wurde beispielsweise die Aufspaltung 

von einem 57kDa-Protein in die 48kDA Form durch Aktivität der Caspase 3 beschrieben. 

Diese Spaltung scheint bei der Apoptose-Induktion eine Rolle zu spielen (Byun et al. 2001). 

1.2.2 Alpha-Smooth Muscle Actin 

Ein weiterer der drei Hauptbestandteile des inneren eukaryotischen Cytoskeletts sind die 

Aktin-Mikrofilamente, welche der Zelle Beweglichkeit verleihen. Die Aktine können in drei 

große Klassen eingeteilt werden: α-, β und γ-Isoformen. Der größte Anteil der Aktine ist im 

Cytoplasma zu finden, aber zum Teil ist es auch im Zellkern lokalisiert. Während querge-

streifte Muskeln die größten Mengen an Aktin vorweisen, kommt es auch in „Nicht-Muskel-

zellen“ vor, wo es unter anderem an verschiedenen Transportvorgängen beteiligt ist (dos 

Remedios et al. 2003). Insgesamt sind bei Säugern sechs verschiedene Isoformen mit unter-

schiedlichen Funktionen bekannt, darunter das alpha-Smooth Muscle Actin (Perrin and Er-

vasti 2010). Im gesunden Nierengewebe ist α-SMA nur in den glatten Muskelzellen der Ge-

fäße zu finden. Im Rahmen verschiedener Nierenerkrankungen exprimieren aber auch an-

dere Zelltypen dieses Protein und differenzieren sich zu Myofibroblasten (Badid et al. 2001). 

Αlpha-Smooth Muscle Actin stellt einen der wichtigsten Marker für die Myofibroblasten dar 

(Humphreys 2018). Durch eine erhöhte Expression von α-SMA scheinen Zellen eine erhöhte 

Kontraktilität zu besitzen, was in einer Arbeit von Hinz et al. (2001) untersucht wurde. 

1.2.3 S100A4/FSP-1 

S100A4, auch als Fibroblasten-spezifisches Protein 1 (FSP-1) bekannt, gehört zur S100-Fa-

milie. Es besteht aus 101 Aminosäuren und besitzt eine Größe von etwa 11,5kDa (Boye and 

Maelandsmo 2010). Bei den S100-Proteinen handelt es sich um Ca2+-bindende Proteine. 



Einleitung 

8 

 

S100A4 hat unterschiedliche Funktionen und existiert sowohl im Zellinneren, dort eher als 

Dimer, als auch extrazellulär, wo es vermutlich eher als Oligomer parakrin fungiert. Die 

S100-Proteine scheinen keine eigene enzymatische Aktivität zu besitzen, sondern üben ihre 

Funktion über die Aktivitätsregulation ihrer Bindungspartner aus. 

Zum einen wird S100A4 als Marker für Fibroblasten angesehen und zum anderen auch als 

Marker für eine EMT bei epithelialen Zellen. Bezüglich der renalen Fibrose konnte die Ex-

pression von S100A4 in vivo bei renalen Tubuluszellen im Rahmen einer EMT nachgewiesen 

werden (Schneider et al. 2008). Während diese EMT, und damit der Anstieg von S100A4, 

beispielsweise durch TGF-β1 initiiert werden kann, zeigt eine Arbeit von Zeisberg et al. 

(2003), dass dieser Anstieg durch die Behandlung von Zellen mit dem bone morphogenetic 

protein 7 (BMP-7) rückgängig gemacht werden kann. 

Eine große Rolle spielt S100A4 außerdem im Rahmen von Tumorerkrankungen, vor allem 

bezüglich der Metastasierung. So gibt es viele Hinweise dafür, dass das Protein hier durch 

Eingriffe in Prozesse, wie Migration und Angiogenese, Einfluss nimmt (Boye and 

Maelandsmo 2010). 

1.2.4 Fibronektin 

Fibronektin ist ein Glykoprotein und liegt meist als Dimer vor, welches aus zwei durch Disul-

fidbrücken miteinander verbundenen, 250kDa-großen Untereinheiten besteht. Es gibt ver-

schiedene Isoformen, die durch alternatives Splicen alle aus demselben Gen hervorgehen. 

Fibronektin existiert in zwei Formen: In der löslichen Plasma-Form und in der weniger lös-

lichen zellulären Form  (Pankov and Yamada 2002). Während die Plasma-Form von Hepato-

zyten synthetisiert wird, kann das zelluläre Fibronektin von verschiedenen Zellen syntheti-

siert werden, so zum Beispiel von Endothelzellen, Fibroblasten und Myozyten (To und 

Midwood 2011). Als Bestandteil der Extrazellulärmatrix hat Fibronektin verschiedene Funk-

tionen. So spielt es beispielsweise eine Rolle in der Wundheilung und Blutstillung (Potts and 

Campbell 1996). Wie zuvor bereits beschrieben, kommt es im Rahmen einer Fibrose zu einer 

verstärkten Ansammlung von EZM, wo es neben Kollagen auch zu einer verstärkten Abla-

gerung von Fibronektin kommt (To und Midwood 2011). 

1.2.5 E-Cadherin 

E-Cadherin gehört zur Familie der Cadherine, welche klassischerweise Transmembranmole-

küle darstellen und calciumabhängige Zell-Zell-Kontakte bilden. Cadherine spielen aber 
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nicht nur eine Rolle als Adhäsionsmoleküle, sondern können neben Zellmigration auch Mor-

phogenese und das Cytoskelett beeinflussen (Angst et al. 2001). Man kann die Cadherine in 

verschiedene Gruppen einteilen, darunter die klassischen Cadherine, zu denen das E-Cadhe-

rin zählt. Weitere Gruppen sind die desmosomalen Cadherine, die atypischen Cadherine, die 

Protocadherine und die Cadherin-ähnlichen Proteine. E-Cadherin, was für epitheliales Cad-

herin steht, wird vor allem in epithelialen Zellen exprimiert. Zusammen mit den Zonula ad-

herens helfen die E-Cadherine bei der Bildung einer polarisierten, dichten Zellschicht. Die 

klassischen Cadherine bilden Homodimere und haben neben dem transmembranösen Teil 

einen intra- und extrazellulären Teil. Der intrazelluläre Teil bildet einen Komplex mit p120 

und β-Catenin, was wiederum mit α-Catenin in Verbindung steht. Das α-Catenin kann eine 

Verbindung zum Cytoskelett der Zelle herstellen. Der extrazelluläre Teil der klassischen Cad-

herine besteht aus fünf extrazellulären Cadherin-Wiederholungen (EC), welche über Cal-

cium-Bindungen miteinander verbunden sind (Gumbiner 2005). Im Rahmen der interzellu-

lären Bindung der klassischen Cadherine zweier benachbarter Zellen handelt es sich meist 

um homophile Bindungen, was bedeutet, dass eine Zelle mit einer Zelle der gleichen Cadhe-

rin-Form interagiert (Boggon et al. 2002). Für diese homophilen Adhäsionen scheint beson-

ders die EC1 eine wichtige Rolle zu spielen (van Roy and Berx 2008). Bezüglich des genauen 

Aufbaus der Bindungen zwischen den Cadherinen gibt es verschiedene Modelle. Es gibt 

Hinweise darauf, dass es bezüglich der Cadherine einen ähnlichen Regulationsmechanismus 

gibt, wie er bei den Integrinen als so genanntes inside-out signaling bekannt ist. Hierbei kommt 

es durch die Bindung von Talin an den cytoplasmatischen Teil des Integrins zu einer extra-

zelluären Konformationsänderung und damit zu einer Änderung der Affinität zu Bestand-

teilen der EZM (Gumbiner 2005). Es gibt Hinweise dafür, dass die cytoplasmatische Region 

des E-Cadherins, welche für die Bindung zu β-Catenin besonders wichtig ist, starke Phos-

phorylierungen aufweist. Ferner scheinen diese Phosphorylierungen Einfluss auf die Bin-

dung von E-Cadherin zu β-Catenin zu nehmen und so auch die Zell-Zell-Adhäsionen zu 

beeinflussen. In vitro konnte nachgewiesen werden, dass die Bindung von β-Catenin und E-

Cadherin durch die Phosphorylierungen verstärkt wird (Lickert et al. 2000). 

Im Rahmen einer Epithelial-mesenchymalen Transition kommt es zur Abnahme der E-Cad-

herin Expression (Zeisberg and Neilson 2009). 
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1.2.6 Integrin αV 

Integrine sind heterodimere Transmembran-Glykoproteine, welche die EZM mit dem Cyto-

plasma verbinden. Sie bestehen aus α- und β-Untereinheiten. Die Integrine können in drei 

große Gruppen eingeteilt werden: Kollagen-, Laminin- und Arginin-Glycin-Asparaginsäure-

bindende Rezeptoren. Neben der Stabilisierung der EZM-Zell-Bindung haben Integrine bei-

spielsweise Einfluss auf Proliferation, Migration und Zelldifferenzierung und haben so auch 

in Bezug auf renale Schädigungen eine große Bedeutung. Die vorliegende Arbeit beschäftigt 

sich hauptsächlich mit dem Arginin-Glycin-Asparaginsäure-bindenden Integrinen. Das In-

tegrin αvβ6 besitzt die Fähigkeit, TGF-β zu aktivieren. Somit führt es zu einer erhöhten 

Menge an aktivem TGF-β und nimmt Einfluss auf die Fibrose. Im Gegensatz dazu senkt das 

ebenfalls zu den Arginin-Glycin-Asparaginsäure-bindenden Rezeptoren gehörende Integrin 

αvβ8 die Konzentration von aktivem TGF-β  (Pozzi and Zent 2013). Integrin αvβ6 wird in 

der Niere hauptsächlich auf epithelialen Zellen exprimiert, wobei es im gesunden Nierenge-

webe nur in geringen Mengen vorhanden ist. Kommt es zur Nierenerkrankung, steigt die 

Konzentration. Während zuvor bereits erwähnt wurde, dass Integrin αvβ6 TGF-β aktivieren 

kann, konnte in der Zellkultur auch gezeigt werden, dass TGF-β wiederum die Expression 

von Integrin αvβ6 fördert. Im Mausmodell konnte durch das Blockieren des Integrin αvβ6-

Rezeptors ein potentieller Nutzen bezüglich der renalen Fibrose demonstriert werden 

(Hahm et al. 2007). Auch eine Arbeit von Henderson et al. (2013) gibt vielversprechende 

Hinweise darauf, dass der Angriff am Integrin-αV ein möglicher Behandlungsansatz in der 

Fibrose sein könnte. So zeigte sich bei Zellen von Mäusen mit Myofibroblasten-spezifischer 

Integrin αV-Deletion eine Hemmung der Fibrose. Dies konnte neben der Niere auch in der 

Leber und Lunge beobachtet werden. In Leber und Lunge konnte auch der Einsatz eines 

Antagonisten für Integrin-αV diesen vielversprechenden Ansatzpunkt untermauern.  

1.3 Proteindisulfidisomerase ERp57 

Bei ERp57 handelt es sich um ein Mitglied der Familie der Proteindisulfidisomerasen (PDI), 

die hauptsächlich im endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert sind. Dort übernimmt 

ERp57 beispielsweise die Aufgabe der Faltung von neu synthetisierten Glykoproteinen, be-

vor diese das ER verlassen. Das ERp57-codierende humane Gen ist als PDIA3 bekannt. Die 

Mitglieder der Proteindisulfidisomerase-Familie ähneln strukturell den Thioredoxinen, zei-

gen aber eine deutlich höhere Komplexität, welche ihnen weitere Funktionen ermöglicht. 

Die bisher bekannteste Proteindisulfidisomerase ist PDI (Turano et al. 2011). Zu dieser kann 
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ERp57 mit 33% identischen Aminosäuresequenzen die meisten Übereinstimmungen vor-

weisen. Beide Enzyme können Reduktionen, Isomerisierungen und Oxidationen katalysie-

ren, wobei PDI bezüglich der Reduktion und Isomerisierung in vitro eine höhere Effizienz 

zeigt  (Frickel et al. 2004). ERp57 besteht aus 4 Domänen (a, b, b‘, a‘), wobei die b‘-Domäne 

die größten Unterschiede zwischen PDI und ERp57 vorweist. Aus dieser Domäne resultiert 

auch die Bindung von ERp57 zu Calretikulin und Calnexin, welche bei PDI nicht vorhanden 

ist, aber für die Aktivität von ERp57 essenziell ist. Während also über die b‘-Domäne und 

zum Teil auch über die b-Domäne eine Bindung zu Calretikulin/Calnexin besteht, können 

die a- und a‘-Domäne die Isomerase-Aktivität ausüben.  

Neben der Faltung von Glykoproteinen assoziiert ERp57 beispielsweise auch mit dem 

Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC)-I, wodurch es am strukturellen Aufbau dieser 

MHC-Moleküle beteiligt ist und zum anderen katalytische Funktionen übernimmt (Turano 

et al. 2011).  

Des Weiteren gab es in der Vergangenheit Hinweise darauf, dass ERp57 Einfluss auf die 

Calciumpumpe des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums (SERCA) 2b hat 

und dadurch die Frequenz der SERCA 2b-bedingten Calciumkonzentrationsschwankungen 

reduziert (Li and Camacho 2004).  

Man findet ERp57 nicht ausschließlich im ER, sondern auch im Cytoplasma, an der Zell-

oberfläche, im Kern und in den Mitochondrien, wo es verschiedene Funktionen übernimmt 

(Turano et al. 2011).  

ERp57 gilt als ER-Stressprotein, es konnte nach profibrotischer TGF-β1-Behandlung von 

Fibroblasten vermehrt nachgewiesen werden (Dihazi et al. 2013). ER-Stress bedeutet, dass 

sich viele ungefaltete Proteine im ER ansammeln, wodurch es zur unfolded protein response 

(UPR) kommt. Ziel dieser Antwort ist es, das ER wieder in seinen normalen Zustand zu 

bringen. Um dieses Ziel zu erreichen, werden vermehrt Proteine exprimiert, die wiederum 

bei der Faltung von Proteinen sowie bei der Beseitigung von fehlgefalteten Proteinen betei-

ligt sind, hierzu gehört u.a. ERp57 (Xu et al. 2005). Ein Hinweis auf die Relevanz von ER-

Stress-Proteinen bezüglich der Nierenfibrose konnte durch die proportional zum Fibrose-

stadium ansteigenden Stressproteine, inklusive ERp57, in Proteinextrakten von Mäuse-Nie-

ren gewonnen werden. Im Milieu des Extrazellulärraums kommt es oft zur Schädigung der 

Disulfidbrücken von EZM-Proteinen, weshalb die Vermutung besteht, dass es hier Proteine 

gibt, die davor schützen. Diese Hypothese von Dihazi et al. (2013) wird durch die Ergebnisse 



Einleitung 

12 

 

der Behandlung von Fibroblasten sowie proximalen Tubuluszellen mit profibrotischen Cy-

tokinen gestützt. Hier zeigte sich, wie in Abbildung 3 zu sehen ist, eine vermehrte Sekretion 

von ERp57 in den Überstand, was vermuten lässt, dass ERp57 einen Einfluss auf die EZM-

Proteine besitzt. Es konnte außerdem festgestellt werden, dass die sezernierte Form eine 

veränderte Struktur zeigt.  

 

Abbildung 3: 2D-Gel-Analyse von TK173- bzw. HK2-Übeständen nach Behandlung mit verschie-

denen profibrotischen Cytokinen (Dihazi et al. 2013). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Ge-

nehmigung vom The Company of Biologists Verlag. 

 

Diese Ergebnisse deuten das mögliche Potential von sERp57 als Frühmarker der renalen 

Fibrose an. Weitere Untersuchungen an Urinproben von Diabetes-Patienten zeigten, dass 

ERp57 ausschließlich im frühen Nephropathiestadium (in den ersten sieben Wochen) sezer-

niert wird und die Sekretion im fortgeschrittenen Stadium wieder abnimmt. Des Weiteren 

zeigt die Immunfluoreszenzfärbung von TK173-Zellen der Abbildung 4 eine deutlich gerin-

gere Fibronektin-Expression nach ERp57-knockdown, was wiederum die wichtige Rolle von 

ERp57 bezüglich der EZM-Proteine unterstreicht (Dihazi et al. 2013). 
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Abbildung 4: Fibronektin-Expression mit (unten) und ohne (oben) ERp57-Knockdown                                          

(Dihazi et al. 2013). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung vom The Company of 

Biologists Verlag. 

 

Während diese Ergebnisse die ersten Ansätze für eine mögliche Relevanz von ERp57 bezüg-

lich der Behandlung der Nierenfibrose darstellen, konnten in der Thrombosebehandlung 

bzw. -prävention schon erste in-vivo-Erfolge durch eine PDI-Hemmung erzielt werden 

(Jasuja et al. 2012).  Neben dem PDI spielen auch ERp57 und ERp5 eine Rolle in der Plätt-

chenaggregation. Es konnte gezeigt werden, dass ERp57 nach der Plättchenaktivierung se-

zerniert und auf der Thrombozytenoberfläche gebunden wird. Die Relevanz von diesem 

Plättchen-gebundenen ERp57 wird durch die beobachtete, verlängerte Schwanzblutungszeit 

bei Mäusen mit Plättchen-spezifischem-ERp57-Knockout unterstrichen. Es ergaben sich 

Hinweise, dass es weitere Quellen für ERp57 gibt, die nach kurzer Zeit das Defizit durch 

den Plättchen-spezifischen-ERp57-Knockout teilweise kompensieren können. Denkbar wä-

ren hier beispielsweise endotheliale Zellen, die ERp57 sezernieren. Vermutlich ist das ERp57 

auf der Thrombozytenoberfläche in der Lage, Integrin αIIbβ3 zu aktivieren (Wang et al. 

2013). Dieses αIIbβ3 kann dann die Thrombozytenansammlung fördern. Über einen ähnli-

chen Effekt scheint PDI die Thrombusbildung zu beeinflussen. Eine Studie mit Thrombozy-

ten-spezifischen-PDI-Knockout-Mäusen und Laser-induzierten Gefäßverletzungen von 

Kim et al. deutet an, dass Thrombozyten-spezifisches PDI nicht essentiell für die initiale 

Thrombozytenaggregation ist, sondern für das Thrombuswachstum (Kim et al. 2013).  Es 
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wird vermutet, dass das für diesen initialen Schritt benötigte PDI aus anderen intravaskulären 

Zellen stammt. Diese Zusammenhänge sind in Abbildung 5 dargestellt (Cho 2013).  

 

Abbildung 5: Die Rolle von PDI in der Thrombozytenaggregation und -akkumulation.  Thrombozy-

ten ohne platelet-PDI können keine weitere Plättchenakkumulation initiieren, die initiale Aggregation 

findet aber statt (Cho 2013). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung vom John Wiley 

and Sons Verlag. 

 

Neben der Relevanz bezüglich der Organfibrose- und der Thromboseforschung könnte 

ERp57 möglicherweise außerdem eine Rolle in der Krebstherapie spielen. Trivedi et al. 

(2016) konnten eine Abnahme der ERp57-Expression in HL60-Zellen, Zellen der akuten 

myeloischen Leukämie, nach Shikonin-Behandlung zeigen. Bei Shikonin handelt es sich um 

ein Naphtochinon, was u.a. antineoplastische Effekte zeigt.  Im Gegensatz zu gesunden 

Kontrollzellen konnte die HL60-Zelllinie ohne Behandlung eine starke ERp57-Expression 

vorweisen.  Nach ERp57-Überexpression konnte eine Abnahme der Shikonin-induzierten 

Apoptose beobachtet werden. Ein ERp57-knockdown dagegen führte zu einer Zunahme 

der Shikonin-induzierten Apoptose. Dies deutet einen möglichen Behandlungsansatz der 

akuten myeloischen Leukämie (AML) durch Shikonin und dem zusätzlichen Angriff von 

ERp57 an.  

Die Proteindisulfidisomerasen scheinen also potenzielle Angriffspunkte für die Therapie ver-

schiedener Krankheitsbilder zu sein, was sie zu einem spannenden und vielversprechenden 

Forschungsthema macht. 
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1.4 Ziel der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es, einen möglichen profibrotischen Effekt von sezerniertem ERp57 

auf die Niere zu untersuchen. Besonders der Einfluss von sERp57 auf die Proliferation und 

Migration renaler Zellen soll untersucht werden. In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt 

werden, dass ERp57 im Rahmen der Nierenfibrose eine Rolle spielt. Beispielsweise wird 

durch das profibrotische TGF-β die Expression und Sekretion von ERp57 beeinflusst. So 

liegt die Vermutung nahe, dass sezerniertes ERp57 auch selbst Einfluss auf fibrotische Um-

bauprozesse der Niere nimmt. 

Da es immer noch kaum Therapiemöglichkeiten der Nierenfibrose gibt, ist es wichtig, den 

Pathomechanismus genau zu verstehen. Sollte sich bestätigen, dass sezerniertes ERp57 Fi-

brose induzieren kann bzw. eine essenzielle Rolle in der Fibrose spielt, könnte hier ein po-

tenzieller Angriffspunkt zur Inhibition des fibrotischen Umbaus liegen.  
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2 Material und Methoden 

In diesem Kapitel werden die verwendeten Materialien inklusive Hersteller aufgelistet.         

Außerdem werden die angewandten Methoden beschrieben und erläutert. 

2.1 Material 

Die folgenden Auflistungen geben Auskunft über die verwendeten Chemikalien, das Material 

sowie die verwendeten Geräte in der vorliegenden Arbeit. 

2.1.1 Chemikalien 

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

Acrylamid Rotiphorese Gel 30   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Ampuva Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad 

Homburg 

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Con-

centrate 

Bio-Rad Labortories GmbH, München 

Bovines Serum Albumin Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Bromophenol Blue sodium salt Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

CHAPS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Chloroform Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol, Dihy-

drochlorid)  
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 
Dimethylsulfoxid  Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

DNAse I Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

DPBS Gibco by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

DTT (≥99 %)        Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
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Chemikalie Hersteller 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) 

Gibco by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

EDTA Tritiplex III   Merck KGaA, Darmstadt 

Essigsäure 100 % Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol absolut       Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol 99 % vergällt Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 

EUKITT O. Kindler GmbH, Freiburg 

Fetal calf serum    PAA Laratories GmbH; Cölbe 

Gentamycin 100 mg/ml Gibco by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

L-Glutamin 0,2 M        Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Glycerin für die Fluoreszenzmikroskopie Merck KGaA, Darmstadt 

Glycin  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Goat Serum Gibco by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

Harnstoff Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

HCl 37 % rauchend      Merck KGaA, Darmstadt 

Kaleidoskope Precision plus Protein Mar-

ker   

Bio-Rad Labortories GmbH, München 

Meliseptol  B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

MEM Non-Essential Amino Acids Solution 

(100X) 

Gibco by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

Β-Mercaptoethanol 50 mM Gibco by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

Methanol ≥99 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Milchpulver fettarm      Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
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Chemikalie Hersteller 

Minimum Essential Medium (MEM) Gibco by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels 

(12 %, 7,5 %) 
Bio-Rad Labortories GmbH, München 

Mowiol Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumchlorid       

  

Merck KGaA, Darmstadt 

Penicillin/Streptomycin Gibco by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

Phenylmethylsulfonylfluorid Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Ponceau S Solution (0.2 %) SERVA, Electrophoresis GmbH, Heidel-

berg 

Protein Assay Dye Reagents Concentrate Bio-Rad Labortories GmbH, München 

Recombinant Human ERp57 protein 

(ab92937) 

abcam, Cambridge (Vereinigtes Kö-

nigreich) 

Recombinant Human Latent TGF-beta 1 

Protein (299LT) 
Research and Diagnostic Systems, Inc., 

Minneapolis (USA) 

TGFβ1, active human recombinant (90900-

10) 

BPS Bioscience, San Diego (USA) 

TRIS          Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Trizol Life Technologies by Thermo Fisher Scien-

tific, Waltham (USA) 

Trypsin Gibco by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

Tween 20 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Wasserbadkonservierer AKASOLV Aqua 

Care 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
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2.1.2 Antikörper 

Tabelle 2: Verwendete Antikörper 

Antikörper Hersteller 

Alpha-Smooth Muscle Actin Antibody 

Mouse (A2547 M) 

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

β-Actin Antibody Mouse (A5541) Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

E-Cadherin Antibody Rabbit (24E10)              Cell Signaling Technology, Cambridge 

(Vereinigtes Königreich) 

Fibronectin Antibody Goat (F1509) Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-Ad-

sorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 

555 (ab150079) 

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA)  

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 

488 (ab150117) 

Invitrogen, by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

Vimentin Antibody Mouse Dako (Vim3B4) Agilent Technologies, Santa Clara (USA) 

 

2.1.3 Primer 

Tabelle 3: Verwendete Primer 

Primer Sequenz Hersteller 

ACTA2 human F 5'-AAG CAC AGA GCA AAA GAG GAA T-3 

R 5'-ATG TCG TCC CAG TTG GTG AT-3' 

Microsynth AG, Balgach 

(Schweiz) 

ACTA2 Hund  Primerdesign, Southamptom 

(Vereinigtes Königreich) 

CDH1 Hund 

 

 Primerdesign, Southamptom 

(Vereinigtes Königreich) 

FN1 human F 5'-ACA ACA CCG AGG TGA CTG AGA C-3' 

R 5'-GGA CAC AAC GAT GCT TCC TGA G-3' 

Microsynth AG, Balgach 

(Schweiz) 
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Primer Sequenz Hersteller 

FN1 Hund  Primerdesign, Southamptom 

(Vereinigtes Königreich) 

GAPDH hu-

man 

 Primerdesign, Southamptom 

(Vereinigtes Königreich) 

GAPDH Hund  Primerdesign, Southamptom 

(Vereinigtes Königreich) 

ITGAV human F 5'-AGG AGA AGG TGC CTA CGA AGC T-3' 

5'-GCA CAG GAA AGT CTT GCT AAG GC-3' 

Microsynth AG, Balgach 

(Schweiz) 

ITGAV Hund  Primerdesign, Southamptom 

(Vereinigtes Königreich) 

S100A4 human F 5'-TCT TTC TTG GTT TGA TCC TGA CT-3' 

R 5'-AGT TCT GAC TTG TTG AGC TTG A-3' 

Microsynth AG, Balgach 

(Schweiz) 

S100A4 Hund  Primerdesign, Southamptom 

(Vereinigtes Königreich) 

2.1.4 Kits 

Tabelle 4: Verwendete Kits 

Kit Hersteller 

Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell 

Apoptosis Kit 
Life Technologies by Thermo Fisher Scien-

tific, Waltham (USA) 

First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Invitrogen™ PureLink™ RNA Mini Kit  
 

Ambion by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

MTT Test cell proliferation Kit I  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Schneller SYBR™ Green Mastermix  Applied Biosystem by Thermo Fisher      

Scientific, Waltham (USA) 
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2.1.5 Zusammensetzung selbst hergestellter Lösungen und Puffer 

Tabelle 5: Zusammensetzung der Lösungen und Puffer 

Lösung/Puffer Zusammensetzung/Vorgehen 

Medium für HK2- und TK173-Zellen: 
- 500 ml DMEM 

- 50 ml FCS 

- 5 ml Pen/Strep 

- 5 ml L-Glutamin (0,2M) 

Medium für MDCK-Zellen 
- 500 ml DMEM 

- 50 ml FCS 

- 5 ml Pen/Strep 

- 5 ml L-Glutamin 0,2M 

- 5 ml MEM Non Essential Amino 

Acid 

Trypsin-Gebrauchslösung: 
- 0,825 g EDTA 

- 50 ml Trypsin 10x 

- 450 ml DPBS 300 mosmol 

Harnstofflysepuffer 
- 50 ml ddH2O 

- 28,5 g Urea (9,5 M) 

- 1 g CHAPS (2 %) 

Proteaseninhibitorlösung 
- 348,4 mg Phenylmethylsulfonyl-

fluorid 

- 10 ml absolutes Ethanol 

Probenpuffer (4x): 
- 4,3 ml ddH2O 

- 2,5 ml 1,5 M TRIS/HCl pH 6,8 

- 5 ml Glycerin 

- 8 ml SDS (10 %) 

- 200 µl Bromphenolblau 
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Lösung/Puffer Zusammensetzung/Vorgehen 

Sammelgel (4 %): 
- 15 ml ddH2O 

- 6,3 ml 1,5 M Tris/HCl pH 6,8 

- 3,9 ml Acrylamid 

- 250 µl SDS 10 % 

- 25 µl TEMED 

- 125 µl APS 10 % 

Trenngel (12 %): 
- 14 ml ddH2O 

- 10 ml 1,5 M Tris/HCl pH 8,8 

- 16 ml Acrylamid 

- 400 µl SDS 10 % 

- 30 µl TEMED 

- 200 µl APS 10 % 

Elektrophoresepuffer 5x: 
- 30 g TRIS 

- 144 g Glycin 

- 10 g SDS 

- Auf 2 l mit ddH2O auffüllen 

Elektrophoresepuffer 1x:  
- 200 ml Elektrophoresepuffer 5x 

- 800 ml ddH2O 

Waschpuffer 5x: 
- 12,11 g TRIS 

- 58,16 g NaCl 

- 1700 ml ddH2O 

- pH-Wert mit 37 % „rauchender 

HCl“ auf 7,5 einstellen 

- 10 ml Tween20 

- auf 2 l auffüllen 

Waschpuffer 1x: 
- 200 ml Waschpuffer 5x 

- 800 ml ddH2O 
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Lösung/Puffer Zusammensetzung/Vorgehen 

Transferpuffer 5x: 
- 30,3 g TRIS (250 mM) 

- 144 g Glycin (1,92 M) 

- 5 g SDS 

- Auf 2 l mit ddH2O auffüllen 

Transferpuffer 1x: 
- 200 ml Transferpuffer 5x 

- 200 ml Methanol 

- 600 ml ddH2O 

Milch-Blockpuffer 
- 100 ml Waschpuffer 1x 

- 5 g Milchpulver 

               

2.1.6 Verbrauchsmaterial 

Tabelle 6: Verwendetes Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

Auslaufpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) steril  Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Combitips advanced (0,5 ml, 5 ml, 10 ml) Eppendorf AG, Hamburg 

Cryotubes 1,8 ml Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Falcon Culture Slides (8-Well) Corning Incorporated, Corning (USA) 

Falcon Zellkulturplatten Corning Incorporated, Corning (USA) 

Falcon 5 ml Round Bottom Polystyrene 

Test Tube 
Corning Incorporated, Corning (USA) 

Filterpapier Bio-Rad Labortories GmbH, München 

Foam Pads 4,8 x 11 cm Bio-Rad Labortories GmbH, München 

Lever and Casting Stands Mini Protean 3 Bio-Rad Labortories GmbH, München 

Kimtech Wischtücher Kimberly-Clark Professional, Roswell 

(USA) 
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Verbrauchsmarterial Hersteller 

Küvetten Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Menzel Deckgläser Thermo Scientific Menzel by Thermo 

Fisher Scientific, Waltham (USA) 

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reac-

tion Plate 

Applied Biosystem by Thermo Fisher      

Scientific, Waltham (USA) 

Optical Adhesive Covers Applied Biosystem by Thermo Fisher      

Scientific, Waltham (USA) 

Pasteur-Pipetten BRAND GmbH + CO KG, Wertheim 

Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Pipettenspitzen mit Dualfilter Eppendorf AG, Hamburg 

Rührspatel Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Schraubröhre, 50 ml  Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Schraubröhre, 15 ml Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Sterilfilter Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Tubes 2 ml  Eppendorf AG, Hamburg  

Tubes 1,5 ml Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Tubes 0,6 ml (Nuclease-frei) Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-

dorf 

Tubes 0,2 ml Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-

dorf 

T75-Zellkulturflaschen Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Vivaspin 20 Sartorius AG, Göttingen 

Zellkulturplatten Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Zellkulturplatten Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster (Östereich) 
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2.1.7 Geräte 

Tabelle 7: Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 

BD FACS Aria II Flow Cytometry Cell 

Sorter 

BD (Becton, Dickinson and Company), 

Franklin Lakes (USA) 

CO2-Inkubator NAPCO Series 5400 Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Elektrophorese-Kammer  Bio-Rad Labortories GmbH, München 

Fluorescent Image Analyser FLA-5100 Fujifilm Life Science; Tokio (Japan) 

Kühlzentrifuge 3-18K                                           Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode 

am Harz 

Kühlzentrifuge 1-15PK Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode 

am Harz 

Lambda 25 UV-VIS Spektrometer PerkinElmer, Waltham (Vereinigte Staaten) 

Magnetrührer IKA IKAMAG RCT IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen 

Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss AG, Jena 

Fluoreszenzmikroskop Olympus IX71 Olympus, Shinjuku (Japan) 

Multipipette Eppendorf AG, Hamburg 

Netzteil (LKB Bromma 2301 Macrodrive 1) LKB Vertriebs GmbH, Wien (Österreich) 

pH-Meter PB-11 Sartorius AG, Göttingen 

Pipettierhelfer, accu-jet® pro BRAND GmbH + CO KG, Wertheim 

Pipetus Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. 

KG, Eberstadt 

Plattenzentrifuge Perfect Spin P PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-

gen 

PHOmo Microplate Reader Autobio Diagnostics, China 

Power Supply U-RFL-T Olympus, Shinjuku (Japan) 

Prior Proscan II Controller  
 

Prior Scientific, Cambridge (Vereinigtes 

Königreich) 

https://www.google.de/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.ebay.de%2Fi%2F264755349107&psig=AOvVaw38Ye6GU6XgimSTx5tz9xst&ust=1611314270531000&source=images&cd=vfe&ved=0CAkQjhxqFwoTCNCyxsjzrO4CFQAAAAAdAAAAABAI


Material und Methoden 

26 

 

Gerät Hersteller 

Schüttelwasserbad 1083 Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel 

Sicherheitswerkbank CA/REV6 CleanAir by Baker, Utrecht (Niederlande) 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System Applied Biosystem by Thermo Fisher      

Scientific, Waltham (USA) 

Thermo Scientific Spektralphotometer 

Nano Drop 2000 

Thermo Fisher Scientific, Waltham/Verei-

nigte Staaten 

Thermocycler Eppendorf AG, Hamburg 

Thermomixer Comfort Eppendorf AG, Hamburg 

Vortexer REAX 200 Heidolph Instruments, Schwabach 

Waagen Sartorius, Göttingen 

Wärmeofen Lab Shaker/Modell Kühner B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Zentrifuge 5415D  Eppendorf AG, Hamburg 

 

2.1.8 Wissenschaftliche Softwares 

Tabelle 8: Verwendete wissenschaftliche Softwares 

Software Hersteller 

CellD Olympus, Shinjuku (Japan) 

Citavi 6 Swiss Academic Software GmbH, 

Wädenswil (Schweiz) 

FACSDiva Version 6.1.3/Version 9.0.1 BD (Becton, Dickinson and Company), 

Franklin Lakes (USA) 

GraphPad Prism 8 GraphPad Software Inc., San Diego (USA) 

ImageJ National Institut of Health, Bethesda (USA) 

Image Reader FLA 5000 Fujifilm, Tokio (Japan) 

Microsoft Office Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond (USA) 
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Microsoft Office Word 2016 Microsoft Corporation, Redmond (USA) 

StepOne Software v2.3 Applied Biosystems by Thermo Fisher 

Scientific, Waltham (USA) 

 

2.2 Methoden 

Im Folgenden werden die verwendeten Methoden, die zur Untersuchung der Fragestellung 

angewendet wurden, sowie die Auswertung von diesen näher beschrieben. Hierzu wird meist 

kurz das jeweilige Prinzip der Methode dargestellt und anschließend das genaue Vorgehen 

für die vorliegende Arbeit beschrieben.  

2.2.1 Zellkultur 

Für die vorliegende Arbeit wurden drei Zelllinien genutzt: Die Human Kidney-2 (HK2)-, 

TK173- und Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) -Zelllinien. Bei der HK2-Zelllinie han-

delt es sich um humane, gesunde, immortalisierte Epithelzellen aus dem proximalen Nieren-

tubulus (Ryan et al. 1994). TK173-Zellen stellen humane, gesunde, renale Fibroblasten dar 

(Strutz et al. 2001), während die MDCK-Zellen einst von einem Hund gewonnen wurden 

und die morphologischen Eigenschaften von distalen Tubuluszellen besitzen (Rindler et al. 

1979). 

Die Zellen wurden in T75-Zellkulturflaschen in zellspezifischem Medium bei 37 °C und 5 % 

CO2 im Inkubator kultiviert. Für die Zelllinien HK2 und TK173 wurde zu Dublecco’s Mo-

dified Eagle Medium (DMEM) von Gibco 10 % fetales Kälberserum (FCS), 1 % L-Glutamin 

und 1 % Penicillin/Streptomycin hinzugefügt. Für die MDCK-Zellen wurde dagegen das 

Minimum Essential Medium (MEM) mit den gleichen oben genannten Zusätzen genutzt. 

Zusätzlich wurde hier noch 1 % Gentamicin und 1 % MEM-Non-Essential Amino Acid 

Solution zugegeben. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen entweder mit frischem Me-

dium versorgt oder bei erhöhter Konfluenz zusätzlich aufgesplittet. Für den „Splittvorgang“ 

wurde zunächst das alte Medium abgesaugt und die Flaschen wurden mit jeweils 5 ml phos-

phatgepufferter Salzlösung (PBS) gespült, um so das Medium komplett zu entfernen. Dann 

wurde je 1,5 ml von einer Trypsin-EDTA-Lösung für einige Sekunden in die Flaschen gege-

ben und durch Schwenken gleichmäßig auf die Zellen verteilt, was dafür sorgt, dass sich die 

Zellen von der Oberfläche lösen. Da die MDCK-Zellen auf diese Weise immer noch stark 
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hafteten, wurden sie teilweise zuvor noch in 1,5 ml EDTA-Lösung für fünf bis zehn Minuten 

bei 37 °C im Wärmeschrank inkubiert. Nachdem das Trypsin wieder abgesaugt wurde, wur-

den die Zellen durch Klopfen auf die Flasche endgültig von der Oberfläche gelöst, sodass 

sie im zellspezifischem Medium resuspendiert werden konnten. Nun konnte die gewünschte 

Menge der Zellsuspension in der Flasche belassen bzw. in eine neue Flasche gegeben werden 

und mit zellspezifischem Medium auf 10 ml aufgefüllt werden. Im Verlauf der Arbeit wurde 

auf die EDTA-Vorbehandlung der MDCKs verzichtet und die Kulturflaschen stattdessen 

nach Absaugen des Trypsins noch für fünf bis zehn Minuten bei 37 °C inkubiert. 

2.2.1.1 Einfrieren von Zellen 

Zum Teil wurden Zellen bei -80 °C eingefroren, um sie zu einem späteren Zeitpunkt weiter 

zu nutzen. Hierzu wurde zunächst zellspezifisches Medium und Dimethylsulfoxid (DMSO) 

in einem Verhältnis von 5:6 vermischt und bei 4 °C kühl gestellt. Nun wurden die einzufrie-

renden Zellen wie oben bereits beschrieben vom Boden der Zellkulturflasche gelöst und 

jeweils in 5 ml zellspezifischem Medium resuspendiert, um sie dann in eine Schraubröhre zu 

überführen. Anschließend wurde die Supsension bei 4 °C und 1200 rpm (revolutions per 

minute) für fünf Minuten zentrifugiert, sodass sich ein Zellpellet am Boden bildete. Der 

Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet erneut in 5 ml zellspezifischem Medium re-

suspendiert. Zu dieser Suspension wurde nun die DMSO-Lösung hinzugefügt. Das Ganze 

wurde auf mehrere Cryotubes aufgeteilt und bei -80 °C bis zum erneuten Auftauen eingefro-

ren. 

2.2.1.2 Auftauen von Zellen 

Um die bei -80 °C eingefrorenen Zellen wieder zu kultivieren, wurden die Zelllösungen in 

den Cryotubes zunächst im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Es wurden 5 ml des zellspezi-

fischen Mediums vorbereitend in eine Schraubröhre gegeben und anschließend wurde hier-

von etwas zur Zellsuspension überführt. Nun wurde etwas der Zellsuspension in die 

Schraubröhre gegeben. Dieser Schritt wurde mehrmals wiederholt und so wurde die Zell-

suspension langsam mit dem Medium in der Schraubröhre vermischt. Anschließend wurde 

bei 4 °C und 1200 rpm für fünf Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und 

das Zellpellet in 5 ml des zellspezifischen Mediums resuspendiert und jeweils auf die ge-

wünschte Anzahl von Zellkulturflaschen verteilt. 
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2.2.2 ERp57-Behandlung 

Bevor die Zellen mit ERp57 behandelt wurden, musste zunächst die gewünschte Zellmenge 

im entsprechenden Kulturgefäß kultiviert werden. Vor einer Behandlung der Zellen wurde 

am Vortag eine FCS-Freisetzung vorgenommen. So sollte sichergestellt werden, dass mögli-

che Behandlungseffekte nicht durch Inhaltsstoffe des FCS beeinflusst wurden. Hierzu wurde 

zunächst das FCS-Medium abgesaugt und anschließend wurden die Zellen mit PBS gespült, 

woraufhin dieses wieder abgesaugt wurde. Nun erhielten die Zellen ihr zellspezifisches Me-

dium ohne FCS-Zusatz. In der Regel wurde nach ca. drei und sechs Stunden erneut das 

Medium gewechselt, um eine vollständige FCS-Freiheit sicherzustellen. Am nächsten Tag 

konnte dann bei subkonfluenter Zelldichte die Behandlung erfolgen. Das rekombinante 

ERp57 wurde in entsprechender Konzentration (meist 200 ng/ml bzw. 1 µg/ml) in das FCS-

freie zellspezifische Medium gegeben und die Lösung wurde vermischt, um eine homogene 

Verteilung des Proteins sicherzustellen. Im Anschluss wurde das alte Medium von den Zellen 

abgesaugt und die Behandlungslösung in entsprechender Menge aufgetragen. Gleichzeitig 

wurde auch bei den Kontrollzellen nochmal das Medium gewechselt, um gleiche Bedingun-

gen zu gewährleisten. Die FCS-Freisetzungen erfolgten in einem Mindestabstand von drei 

Stunden, z.T. wurde der dritte Vorgang auch noch am Behandlungstag, mindestens aber im 

Abstand von drei Stunden zur Behandlung, durchgeführt. 

2.2.3 Probengewinnung 

Zum Ernten von Zellen wurden diese in der Regel in T75-Kulturflaschen kultiviert und be-

handelt. Meistens wurden die Zellen nach 72 h Behandlungszeit geerntet. Das Medium 

wurde abgenommen und für einen eventuellen späteren Gebrauch bei -20 °C eingefroren. 

Die Zellen wurden anschließend mit PBS gespült und wie oben beschrieben mit der Trypsin- 

und ggf. vorher mit der EDTA-Lösung inkubiert.  

Nachdem die Zellen abgeklopft wurden, konnten sie kurzzeitig in zellspezifischem FCS-Me-

dium resuspendiert werden, wobei der Proteinanteil des FCS die Trypsinreaktion stoppen 

sollte, um eine Schädigung der Zellen zu verhindern (Schrödel 2009). 

Als nächstes wurde die Zellsuspension in ein Schraubenröhrchen gegeben, um sie anschlie-

ßend bei 4 °C und 1200 rpm für fünf Minuten zu zentrifugieren. Der Überstand wurde ab-

gesaugt und das Zellpellet in ca. 5 ml PBS resuspendiert, woraufhin es erneut zentrifugiert 

wurde und dieser Waschvorgang anschließend noch ein weiteres Mal wiederholt wurde. 
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Nachdem das Zellpellet also zweimal mit PBS gewaschen wurde, konnte es je nach ge-

wünschter Verwendung weiterverarbeitet werden. 

2.2.4 Proteinextraktion aus Zellüberständen 

Um das von den Zellen sezernierte Fibronektin zu untersuchen, erfolgten Proteinextraktio-

nen aus den Zellüberständen mittels Zentrifugalkonzentratoren und anschließender Chloro-

form-Methanol-Fällung.  

Hierbei trennt man die unpolaren Bestandteile, welche sich im Chloroform lösen, von den 

polaren Bestandteilen, die anschließend im Methanol zu finden sind. Nach Zugabe von Me-

thanol, Chloroform und doppelt destilliertem Wasser (ddH2O) sowie anschließender Zen-

trifugation bilden sich drei Phasen aus. Die mittlere Phase, also die Phase zwischen Methanol 

und Chloroform, enthält Nukleinsäuren und die Proteine (Sapcariu et al. 2014). 

Zunächst wurden die Überstände der verschiedenen Zellen mit einem Volumen von meist 

60 ml bei 2000 rpm und 4 °C für zehn Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde in eine 

neue Röhre überführt und das Pellet wurde verworfen, so konnten Zelltrümmer entfernt 

werden. Dann erfolgte die Einengung mittels Zentrifugalkonzentratoren bei 4700 rpm und 

4 °C bis auf ein Restvolumen von ein bis zwei Millilitern.  Aus diesem Restvolumen wurden 

durch Chloroform-Methanol-Fällung die Proteine extrahiert. Hierzu wurden je 200 µl in 

kleine Tubes pipettiert, woraufhin 800 µl Methanol hinzugegeben wurde und das Ganze 

durch Vortexen vermischt wurde. Weiter erfolgte die Zugabe von 200 µl Chloroform und 

erneutes Vortexen. Als letztes wurde noch 600 µl ddH2O hinzugegeben und alles wurde 

erneut gevortext. Das Methanol und Chloroform waren zuvor bei -20 °C gelagert und wäh-

rend der Arbeit auf Eis aufbewahrt. Nun wurde das Gemisch aus Überstand, Methanol, 

Chloroform und ddH2O bei 14000 rpm und 4 °C für eineinhalb Minuten zentrifugiert, 

wodurch sich die drei Phasen ausbildeten. Die obere Phase wurde nun abgenommen und 

verworfen, woraufhin die erneute Zugabe von 800 µl Methanol folgte. Nachdem das Ge-

misch wieder gevortext wurde, erfolgte die Zentrifugation bei 14000 rpm, 4 °C für zwei Mi-

nuten. Am Gefäßboden bildete sich ein kleines Pellet mit den Proteinen. Der Überstand 

wurde verworfen und das Pellet in 200 µl Methanol resuspendiert. Die einzelnen Proben 

konnten jetzt zusammengeführt werden und wurden erneut für zwei Minuten bei den oben 

genannten Bedingungen zentrifugiert. Dieser letzte Vorgang wurde wiederholt, bis sich die 

gesamte Probe in einem Gefäß befand und nochmal zentrifugiert wurde. Der Überstand 

wurde wieder abgenommen und das Pellet getrocknet. Nun wurde es in Harnstoffpuffer 
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inklusive DTT und Proteaseninhibitor aufgenommen. Das Lösen der Pellets erfolgte über 

mehrere Stunden bei 4 °C. Zum Schluss wurde die Probe kurz zentrifugiert, der Überstand 

wurde in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt und bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C 

eingefroren. 

2.2.5 MTT-Test 

Grundlage für den MTT-Test ist die Umwandlung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in dunkelblaues Formazansalz durch lebende Zellen und 

die anschließende photometrische Messung. Da das Formazansalz nicht komplett löslich ist, 

wird ein weiterer Schritt benötigt, durch den die vollständige Löslichkeit gewährleistet wird. 

Die gemessenen Werte der optischen Dichte stellen sich proportional zur Anzahl an leben-

den Zellen dar (Mosmann 1983).  

Zur Durchführung des MTT-Proliferations-Assays für die vorliegende Arbeit wurden zu-

nächst Zellen auf 96-Well-Platten ausgesät. Zuvor wurde bereits die passende Zellzahl pro 

Well getestet, die eine FCS-Freisetzung bei subkonfluenter Besiedlung am folgenden Tag 

möglich machte: Pro Well wurden schließlich ca. 2000 TKs bzw. 1500 MDCKs und HKs 

ausgesät. Insgesamt wurden je Zelllinie jeweils 45 Wells (9x5) mit Zellsuspension gefüllt und 

neun mit reinem Zellmedium. Wie bereits erwähnt, folgte am nächsten Tag die FCS-Freiset-

zung und am darauffolgenden Tag die Behandlung, wie in Kapitel 2.2.2. beschrieben. Dabei 

wurden 15 Wells (3x5) als Kontrolle nur mit FCS-freiem Medium versetzt, 15 weitere Wells 

(3x5) wurden mit 200 ng/ml ERp57 behandelt sowie die übrigen 15 (3x5) mit einer ERp57-

Konzentration von 1 µg/ml. Eine Reihe von neun Wells (9x1) ohne Zellen, über den mit 

Zellen besiedelten Wells (9x5), wurde mit FCS-freien Medium befüllt. Nach der entspre-

chenden Behandlungszeit wurde in alle 54 befüllten Wells je 10 µl der MTT-solution gegeben, 

sodass das MTT nun durch die viablen Zellen umgewandelt werden konnte. Nach vier Stun-

den Inkubation im dunklen Wärmeschrank wurde nach Herstellerangabe jeweils 100 µl der 

disolubalisation-Lösung hinzugegeben und die Platten über Nacht im Wärmeschrank inkubiert, 

um das Formazansalz zu lösen. Am nächsten Tag erfolgte dann die photometrische Messung 

mittels Microplate-Readers bei 595 nm.  

Zur Auswertung wurde jeweils die Absorption des reinen Mediums der entsprechenden 

Spalte subtrahiert und anschließend die Mittelwerte der Extinktionen jeder Gruppe gebildet. 

Die Subtraktion war nötig, da das Zellmedium selbst ein gewisses Absorptionsspektrum be-

sitzt. Um weitere Fehlerquellen zu minimieren, wurden jeweils fünf Werte der einzelnen 
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Gruppen unberücksichtigt gelassen, da sich bei genauerer Betrachtung herausstellte, dass die 

Wells, welche am Rand der Platte lagen, eine höhere optische Dichte aufwiesen. Die Anord-

nung auf der 96-Well-Platte ist in Abbildung 6 zu sehen. Schließlich konnten die einzelnen 

Gruppen (Kontrolle, 200 ng/ml, 1 µg/ml) miteinander verglichen werden. 

Für jede Zelllinie wurde das gesamte Verfahren mindestens einmal wiederholt, zum Teil auch 

zweimal, sodass pro Zelllinie, Behandlungsgruppe und Zeitfenster jeweils zwanzig bis dreißig 

Werte in die Auswertung flossen. Die Mittelwerte der 24 h-Kontrolle wurden jeweils mit 

100 % als Referenzwert gesetzt, sodass für alle Werte der prozentuale Wert bezogen auf 

diesen 24 h-Kontrollmittelwert bestimmt wurde. Diese prozentualen Werte wurden anschlie-

ßend in der zweifachen Varianzanalyse und im Tukey-Test auf statistische Signifikanz unter-

sucht. 

 

Abbildung 6: Befüllung der 96-Well-Platten für den MTT-Test. (Quelle: eigene Darstellung) 

2.2.6 Annexin V-Test 

Das Prinzip des Annexin V-Tests beruht auf der unterschiedlichen Membranpermeabilität 

bzw. auf Änderungen der Zelloberfläche von vitalen, apoptotischen und nekrotischen Zel-

len. Kommt es zur Apoptose, so gelangt das Protein Phosphatidylserin an die Zelloberfläche, 

welches normalerweise im Zellinneren liegt. Da Annexin Phosphatidylserin bindet, können 

apoptotische Zellen mit Fluoreszenz-markiertem Annexin detektiert werden. Hierbei werden 

aber nicht nur die früh-apoptotischen Zellen, sondern zusätzlich nekrotische Zellen detek-

tiert, da bei diesen die Membranpermeabilität zunimmt und das Annexin auch hier Zugang 

zum Phosphatidylserin erhält. Um auch die früh-apoptotische von den nekrotischen Zellen 

unterscheiden zu können, kann Fluoreszenz-gebundenes Propodium-Iodid (PI) verwendet 

werden, was nur die nekrotischen Zellen mit verminderter Membranintegrität detektiert. So 
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ist eine Unterscheidung von vitalen, früh-apoptotischen und nekrotischen Zellen möglich 

(Vermes et al. 1995). 

Die Zellen wurden für den Apoptose-Test zunächst auf 6-Well-Platten ausgesät. Pro Gruppe 

wurden jeweils drei Wells (Replikate) angelegt. Insgesamt wurden 18 Wells pro Zelllinie und 

Zeitpunkt benötigt: Drei für die Kontrolle, jeweils drei für die beiden Behandlungskonzen-

trationen und insgesamt neun für die Einzelfärbungen (PI und Annexin) bzw. die Negativ-

Kontrolle. Am darauffolgenden Tag erfolgte dann wie üblich die FCS-Freisetzung bei sub-

konfluenter Zelldichte, sodass am dritten Tag die Behandlung stattfinden konnte. Für jede 

Zelllinie wurde der Annexin V-Test nach 24 h, 48 h und 72 h-Behandlungszeit durchgeführt. 

Am Test-Tag wurde dann das Medium der einzelnen Wells in ein entsprechendes Schrau-

benröhrchen überführt. Für die beiden Einzelfärbungen, die Negativ-Kontrolle sowie die 

normale Kontrolle konnten je vier Wells in dasselbe Röhrchen überführt werden. Anschlie-

ßend wurden die einzelnen Wells mit PBS gespült, was daraufhin ebenfalls in die entspre-

chenden Röhrchen gegeben wurde. Dann wurden die Wells für wenige Sekunden mit der 

Trypsin-EDTA-Lösung inkubiert und ggf. vorher mit EDTA-Lösung (MDCKs) behandelt 

(siehe Kapitel 2.2.1.).  Nachdem die Trypsin-Lösung abgenommen wurde, wurde vorsichtig 

unter die Platten geklopft, um die Zellen von der Oberfläche zu lösen, sodass sie nun in 

jeweils 1 ml FCS-Medium resuspendiert werden konnten. Hier wurde wieder das Medium 

mit FCS genutzt, um die Trypsin-Reaktion zu stoppen und so eine zu lange Einwirkung und 

einen damit verbundenen Zellschaden zu verhindern. Die Zellsuspensionen wurden nun 

wieder in das entsprechende Röhrchen überführt. Unter dem Mikroskop wurde kontrolliert, 

ob die Wells zellfrei waren. Dann wurde die Zellsuspension inklusive dem Überstand und 

PBS bei 1200 rpm und 4 °C für fünf Minuten zentrifugiert, sodass sich ein Zellpellet am 

Röhrchen-Boden bildete. Der Überstand konnte nun abgesaugt werden und die Pellets mit 

jeweils 100 µl bzw. 400 µl Annexin Binding Buffer 1x resuspendiert werden. Anschließend 

wurden jeweils 100 µl der Suspension in die entsprechenden Polystyrol-Röhrchen überführt 

(insgesamt 18). In zwölf Tubes (3x Kontrolle, 3x 200 ng, 3x 1 µg, 3x Annexin-Einzelfärbung) 

wurden nun jeweils 2 µl Annexin (Alexa Flour 488 annexin V) zugegeben. Außerdem wurden 

in ebenfalls zwölf Tubes (3x Kontrolle, 3x 200 ng, 3x 1 µg, 3x PI) je 1 µl der PI-Lösung 

hinzugegeben. Nun wurden alle Tubes für 15 Minuten im Dunkeln inkubiert, woraufhin 

nochmal 200 µl des Annexin Binding Buffer 1x zugegeben wurde. Dann erfolgte die cyto-

metrische Messung mit dem BD FACS Aria II Flow Cytometry Cell Sorter. Für die anschlie-
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ßende Auswertung wurden nur die früh-apoptotischen Zellen berücksichtigt, welche An-

nexin gebunden hatten, aber kein PI (Annexin+/PI-). Die hier erhaltenen Prozentwerte wur-

den mittels zweifacher Varianzanalyse und Tukey-Tests statistisch analysiert. 

2.2.7 Indirekte Immunfluoreszenzfärbung 

Bei der indirekten Immunfluoreszenzfärbung handelt es sich um eine „Zwei-Schritt-Tech-

nik“. Zunächst bindet ein primärer Antikörper das gesuchte Antigen. Dieser primäre Anti-

körper wird anschließend von einem Fluoreszenz-markierten sekundären Antikörper detek-

tiert und sichtbar gemacht, was mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops untersucht werden 

kann (Odell und Cook 2013). 

Zur Durchführung dieser indirekten Immunfluoreszenzfärbung wurden die Zellen zunächst 

auf 8-Well-Chamber-Slides ausgesät. Am nächsten oder zum Teil erst am übernächsten Tag 

erfolgte die FCS-Freisetzung und am darauffolgenden Tag die Behandlung. Nach 72 h (HK2 

und TK173) bzw. 48 h (MDCK) wurden die Zellen mit Methanol oder 4 %igem Parafor-

maldehyd (PFA) fixiert. Hierzu wurde zunächst das Medium abgenommen und die Zellen 

für dreimal fünf Minuten in PBS auf einer Wippe gewaschen. Nach Abnahme des PBS wurde 

200 µl Methanol bzw. PFA-Lösung in jedes Well gegeben. Die mit Methanol zu fixierenden 

Zellen wurden für dreißig Minuten bei -20 °C eingefroren. Die mit PFA zu fixierenden Zel-

len wurden für dreißig Minuten bei Raumtemperatur auf einer Wippe platziert. Nach diesem 

Fixiervorgang wurde das Methanol bzw. PFA abgenommen und die Zellen wurden erneut 

zweimal fünf Minuten in PBS gewaschen. Nun wurde 200 µl 10 %iges Ziegenserum in jedes 

Well gegeben und für eine Stunde bei Raumtemperatur auf der Wippe geschwenkt, worauf-

hin das Ziegenserum wieder entfernt wurde. Es erfolgten wieder zwei zehnminütige Wasch-

vorgänge mittels PBS. In dieser Zeit konnten bereits die Antikörper für die zu untersuchen-

den Proteine in 10 %igem Ziegenserum angesetzt werden. Von diesen Antikörper-Lösungen 

wurde nach Abnahme des PBS 200 µl in sechs der acht Wells gegeben (je drei Kontroll-Wells 

und drei Wells mit ERp57-Behandlung). In die zwei übrigen Wells wurde 200 µl Ziegense-

rum ohne Antikörper gegeben, um hier später eine unspezifische Bindung des sekundären 

Antikörpers auszuschließen. Nun wurden die Chamber-Slides über Nacht im 4 °C-kalten 

Kühlraum auf einer Wippe platziert. Am nächsten Tag wurden die Zellen dreimal für zehn 

Minuten mit PBS gewaschen. Der sekundäre Antikörper wurde in 10 %igem Ziegenserum 

angesetzt und nach dem Waschvorgang auf die Zellen gegeben (200 µl/Well). Um die voll-

ständige Verteilung des sekundären Antikörpers zu gewährleisten, wurden die Slides erneut 
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für eine Stunde bei Raumtemperatur auf der Wippe geschwenkt. Zur vollständigen Entfer-

nung des nicht gebundenen Antikörpers, folgten drei fünfminütige Waschgänge mit PBS. 

Von einer DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol, Dihydrochlorid )-Lösung wurde zur Kern-

färbung 200 µl pro Well aufpipettiert und die Slides wurden bei 37 °C geschwenkt. Nach 

einem letzten fünfminütigen Waschgang wurden die Slides zum Mikroskopieren vorbereitet. 

Auf jedes Well wurde ein Tropfen Moviol-Lösung gegeben und das Deckgläschens konnte 

aufgesetzt werde. Zur Fixierung des Deckgläschen wurde EUKITT verwendet. Nach einer 

kurzen Trocknungszeit wurden die Slides mikroskopiert.  

2.2.8 Gewinnung der Proteine 

Um Proteinproben für spätere Western Blots zu erhalten, wurde das gewonnene Zellpellet 

(siehe 2.2.3) in Harnstoff-Lysepuffer aufgenommen und für circa dreißig Minuten auf Eis 

gestellt. Dem Lysepuffer wurde zuvor frisch 10 % dTT und 1 % einer Proteaseninhibitor-

Lösung beigefügt. Im Anschluss wurde die Suspension zweimal für dreißig Minuten bei 

14000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Überstand jeweils abgenommen, während das ent-

standene Pellet verworfen werden konnte. Das fertige Zelllysat wurde dann bis zum Ge-

brauch bei -20 °C eingefroren. 

2.2.9 Proteinbestimmung nach Bradford 

Eine Proteinbestimmung nach Bradford war nötig, um später die Gele für eine Elektropho-

rese gleichmäßig beladen zu können.  

Bei der Proteinbestimmung nach Bradford wird ausgenutzt, dass sich der Coomassie-Brilli-

ant-Blau-G 250 Farbstoff normalerweise rot darstellt. Kommt es aber zur Bindung mit einem 

Protein, verändert sich die Farbe von rot zu blau und gleichzeitig verändert sich so das Ex-

tinktionsmaximum (Bradford 1976). Dieser Farbumschlag entsteht durch die Bindungen der 

Proteine an die anionische Form, wodurch wiederum vermehrt Kationen in Anionen umge-

wandelt werden. So nimmt die Absorption im Bereich von 470 nm (Kationen) ab und im 

Bereich von 595 nm (Anionen) zu (Compton und Jones 1985). 

Für die Proteinbestimmung nach Bradford wurde eine beliebige Menge der Bradford-Lösung 

von Bio-Rad mit der vierfachen Menge an doppelt destilliertem Wasser verdünnt und für 

einige Minuten mit Hilfe des Magnetrührers vermischt. Im Anschluss wurde mit dieser ver-
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dünnten Bradford-Lösung und einer BSA (Bovines Serumalbumin)-Lösung mit einer Kon-

zentration von 1 g/l eine Eichkurve erstellt. Hierfür wurden die Lösungen nach dem folgen-

den Schema (Tabelle 1) in Küvetten pipettiert: 

Tabelle 9: Schema zur Erstellung einer Eichkurve 

Bradford-Lösung in µl BSA-Lösung in µl 

1000 0 

998 2 

996 4 

994 6 

992 8 

990 10 

 

Die Küvetten ohne BSA wurden als blanks benötigt. Es erfolgte eine Doppelbestimmung, 

das heißt, von jeder Konzentration wurden zwei Küvetten benötigt. Nach gründlicher 

Durchmischung mittels Rührstab und zehnminütiger Inkubation bei Raumtemperatur und 

Abdeckung zum Lichtschutz erfolgte die photometrische Messung bei 595 nm. Von den 

Werten der Doppelbestimmung wurde jeweils der Mittelwert gebildet und die Eichkurve 

konnte erstellt werden. Im Anschluss wurde die zu bestimmende Proteinlösung verdünnt 

und beispielsweise 5 µl zu 995 µl der Bradford-Lösung in eine Küvette pipettiert. Auch hier 

wurde eine Inkubationszeit von zehn Minuten eingehalten und die anschließende Absorp-

tionsmessung durchgeführt. Mithilfe der zuvor ermittelten Eichkurve konnte nun die Pro-

teinkonzentration der Lösung bestimmt werden.  

2.2.10 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

Bei der Gelelektrophorese nutzt man die Möglichkeit, dass geladene Moleküle durch eine 

Matrix mit angelegtem elektrischem Feld wandern können. Als Matrix kann man beispiels-

weise ein Polyacrylamid-Gel verwenden, was sich vor allem eignet, wenn es sich bei den 

Molekülen um Proteine handelt. Die diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat (SDS)-Poly-

acrylamid-Gelelektrophorese, eine der beliebtesten dieser Methoden, trennt die Proteine 

nach ihrer Größe auf. (Hames 2010). 
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Die Gelelektrophorese wurde auch in dieser Arbeit zur Auftrennung der Proteinproben ge-

nutzt. Hierzu wurden vorher Gele mit einem Acrylamid-Gehalt von 12 % bzw. 8 % für das 

Trenngel und mit einem Gehalt von 4 % für das Sammelgel gegossen (siehe 3.1.9 für Zu-

sammensetzung). Zum Teil wurden auch Fertiggele genutzt. Nachdem die Proteinbestim-

mung nach Bradford erfolgt war, wurden die Proben für die Elektrophorese aus in der Regel 

60 µg Protein und 5 µl 4-fach Probenpuffer hergestellt. Um ein gleichmäßiges Volumen zu 

erhalten, wurden die Proben jeweils mit ddH2O auf 20 µl aufgefüllt. Die Gele wurden in den 

Elektrophoresekammern mit Elektrophoresepuffer umspült, woraufhin die einzelnen Gel-

taschen beladen werden konnten. Im Anschluss wurde zunächst eine Spannung von 120 V 

angelegt, welche später nach Erreichen der Proteinproben im Trenngel auf bis zu 200 V ge-

steigert werden konnte. Während der gesamten Elektrophorese wurde die Elektrophorese-

Kammer mithilfe von Eis gekühlt. Sobald die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte, 

wurde die Elektrophorese beendet.  

2.2.11 Western Blot 

Mit dem Western Blot hat man die Möglichkeit, die Proteine, die in der Gelelektrophorese 

anhand ihres Molekulargewichts fraktioniert wurden, zu detektieren. Hierzu erfolgt im An-

schluss an die Gelelektrophorese der elektrophoretische Transfer auf eine Nirtrozellulose-

Membran. Hier können die Proteine auf verschiedene Art und Weise nachgewiesen werden, 

beispielsweise mithilfe von Antikörpern  (Burnette 1981; Towbin et al. 1979). 

Im Anschluss an die oben beschriebene Gelelektrophorese erfolgte also der Western Blot. 

Zunächst wurde das „Transfer-Sandwich“ zusammengebaut. Die Schwämme, Filterpapiere 

und die Nitrozellulosemembran wurden zunächst in Transferpuffer (Zusammensetzung: 

siehe Kapitel 2.1.5) eingeweicht. Das Sandwich wurde anschließend in der Reihenfolge 

Schwamm, Filterpapiere, Gel, Nitrozellulose-Membran, Filterpapiere und Schwamm zusam-

mengesetzt.  Nun wurde diese Transferkammer inklusive Transferpuffer, Sandwich und Eis-

block über Nacht bei 4 °C an eine Spannungsquelle mit 40 V angeschlossen.  

Am nächsten Tag wurde die Membran zunächst in Ponceau-Rot eingelegt und anschließend 

mit Essigsäure und Waschpuffer gespült. Hierdurch wurden die Proteinbanden sichtbar und 

es konnte visuell eine gleichmäßige Ladung bestätigt werden. Nachdem die Membran einige 

Minuten getrocknet wurde, wurden die freien Bindungsstellen auf der Membran für zwei 

Stunden in 5 %iger Magermilchlösung bei 37 °C auf einem Schüttler geblockt. Nach dem 

Block-Vorgang konnte der entsprechende primäre Antikörper, welcher zuvor in 5 %iger 
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Milch bzw. 5 %iger BSA-Lösung angesetzt wurde, auf die Membran gegeben werden. Zur 

Inkubation wurde die Membran über Nacht bei 4 °C auf einer Wippe deponiert, sodass die 

Antikörper-Lösung immer wieder über die Membran gleiten konnte. Um den primären An-

tikörper sichtbar zu machen, wurde die Membran am nächsten Tag zunächst dreimal für 

zehn Minuten bei 37 °C mit Waschpuffer auf dem Schüttler gewaschen, um den nicht ge-

bundenen Primärantikörper zu entfernen. Dann wurde der entsprechende sekundäre Fluor-

eszenz-Antikörper, passend zum Host des Primärantikörpers, in 5 %iger Milch angesetzt 

und anschließend auf die Membran gegeben. Nun wurde erneut bei 37 °C für zwei Stunden 

auf dem Schüttler inkubiert, woraufhin erneut ein dreiteiliger Waschvorgang bei 37 °C folgte. 

Bevor die Membran dann mit dem Fluorescent Image Analyser FLA-5100 bei der entsprech-

enden Wellenlänge und bei einer Spannung zwischen 575 und 700 V gescannt wurde, wurde 

sie unter Druckluft getrocknet. 

2.2.11.1 Auswertung der Western Blots 

Die Auswertung der Western Blots erfolgte mit der Bildanalysesoftware ImageJ. Hierüber 

wurden die Intensitäten der einzelnen Banden des Western Blots bestimmt. Anschließend 

erfolgte die Anpassung dieser Intensitäten an die Beladung der Bahnen. Hierzu wurden die 

einzelnen Intensitäten auf ihre jeweilige β-Aktin-Bandenintensität angepasst. Dieser Schritt 

erfolgte jeweils für Behandlung und Kontrolle, um ungleiche Beladungen der Gelbahnen 

auszugleichen. Die so entstandenen Intensitäten sollten nun relativ zur Kontrolle betrachtet 

werden, um die Replikate miteinander vergleichen zu können. Hierfür wurden die jeweiligen 

Werte durch den Wert der Kontrolle dividiert, sodass die Kontrolle den Wert 1 erhielt. Die 

so ermittelten Werte der Behandlungen der verschiedenen Replikate konnten im Anschluss 

mittels Einstichproben-t-Tests durch die Analyse-Software GraphPads auf Signifikanz über-

prüft werden und graphisch dargestellt werden. 

2.2.12 RNA-Isolation, cDNA-Synthese und qPCR 

Die quantitative Echtzeit-PCR ermöglicht eine Quantifizierung von Genfragmenten in Echt-

zeit und beruht auf dem Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR). Eine Möglichkeit zur 

Durchführung dieser Methode ist die Nutzung des fluoreszierenden Farbstoffs 

SYBR Green. Dieser lagert sich in doppelsträngige Desoxyribonukleinsäure (DNA) ein. Am 

Ende jedes PCR-Zyklus kann so das Fluoreszenzsignal detektiert werden, welches proportio-

nal zur Menge der doppelsträngigen DNA zunimmt. Im Verlauf der qPCR wird in einem 

bestimmten Zyklus ein Schwellenwert erreicht, welcher als Ct (cycle threshold) -Wert bezeichnet 
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wird. Hier erreicht das Fluoreszenzsignal eine gewisse Intensität. Die relative Genexpression 

kann anschließend mit Hilfe dieser Ct-Werte bestimmt werden. Ein Problem, welches bei 

der Nutzung von SYBR Green auftreten kann, stellt die Anlagerung von SYBR Green in 

eventuell entstandene Primer-Dimere dar. Hier kann eine Schmelzkurve helfen, um die Exis-

tenz derartiger, ungewollter Produkte auszuschließen. Um solch eine Schmelzkurve zu gene-

rieren, werden die entstandenen DNA-Fragmente einer kontinuierlichen Temperaturerhö-

hung ausgesetzt und die Schmelztemperatur, bei der nur noch die Hälfte der ursprünglichen 

Helixstruktur vorhanden ist, wird bestimmt. Handelt es sich um lediglich ein DNA-Frag-

ment, erhält man auch nur einen Wert als Schmelztemperatur. Sind dagegen noch weitere 

DNA-Fragmente entstanden, erhält man weitere Werte (Holzapfel und Wickert 2007). 

Die qPCR-Analyse der vorliegenden Arbeit erfolgte in mehreren Schritten. Zunächst wurden 

die Zellen wieder für 72 h mit ERp57 behandelt. Auch hier wurden unbehandelte Zellen als 

Kontrolle mitgeführt. Im Anschluss mussten die Zellen geerntet werden, um die Ribonukle-

insäure (RNA) zu isolieren. Diese RNA wurde dann in cDNA (komplementäre DNA) um-

geschrieben, mit welcher dann die eigentliche PCR vorgenommen werden konnte. Für jede 

Zelllinie wurden mindestens drei biologische Replikate hergestellt, von welchen dann jeweils 

drei Wells der PCR-Platte pro Gen befüllt wurden. 

2.2.12.1 RNA-Isolation 

Die vorgenommene RNA-Isolation beruht auf der single step-Methode, welche bereits in den 

80er Jahren von Chomzynski und Sacchi beschrieben wurde und 2006 nochmal neu veröf-

fentlicht wurde. Bei dieser Methode macht man sich zu Nutzen, dass extrahierte RNA und 

DNA im sauren Milieu voneinander getrennt werden können. Zur Homogenisierung und 

Extraktion werden eine Denaturierungslösung mit u.a. Guanidiniumthiocyanat und eine 

Chloroformlösung benötigt. Nach Kühlung und Zentrifugation befindet sich die RNA in 

der oberen wässrigen Phase, während die DNA und Proteine in der unteren und mittleren 

Phase vorzufinden sind. Im nächsten Schritt sieht das Protokoll die Fällung mittels Isopro-

panol und der Denaturierungslösung vor. Im Anschluss soll ein Waschvorgang mit 75 %i-

gem Ethanol erfolgen. Zum Schluss kann die isolierte RNA gelöst werden und spektromet-

risch die Konzentration und Reinheit bestimmt werden (Chomczynski and Sacchi 2006). 

In dieser Arbeit wurde das Protokoll leicht abgeändert. Die RNA-Isolation erfolgte mit 

TRIzol, Chloroform, 75 %igem Ethanol sowie mithilfe des PureLink RNA Mini Kit von Life 

Technologies. 
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Das Ernten der Zellen erfolgte mithilfe von Trypsin und anschließender Inaktivierung durch 

FCS-haltiges Medium. Nach Zentrifugation und Entfernung des Mediums, wurde das Zell-

pellet zweimal mit PBS gewaschen und zentrifugiert.  

Das gereinigte Zellpellet wurde nun in 750 µl TRIzol resuspendiert und für ca. fünf Minuten 

auf Eis gestellt. Anschließend wurde 250 µl Chloroform hinzugefügt und das ganze durch 

Invertieren gemischt. Nach kurzer Inkubation (drei Minuten) bei Raumtemperatur wurde für 

15 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert, sodass die Suspension in drei Phasen auf-

geteilt wurde. In der Zwischenzeit wurden RNAse-freie Tubes mit je 200 µl absolutem Etha-

nol vorbereitet. Nach abgeschlossener Zentrifugation wurde jeweils die obere Phase, welche 

die RNA enthielt (Hummon et al. 2007), abgenommen und im Ethanol resuspendiert. An-

schließend wurde das Ganze in ein spin cartridge gefüllt und bei 12000 rpm und 4 °C für eine 

Minute zentrifugiert. Im nächsten Schritt wurde das collection tube verworfen und das spin 

cartridge in ein frisches collection tube umgesteckt und auf Eis gestellt. Auf das spin cartridge wurde 

700 µl wash buffer I aus dem Kit gegeben und erneut zentrifugiert (12.000 rpm, 4 °C, 1 min). 

Als nächstes wurde das collection tube geleert. Auf das spin cartridge wurden nun 500 µl wash 

buffer II gegeben und erneut zentrifugiert. Hierauf erfolgte die erneute Ausleerung des collec-

tion tubes sowie die Zugabe von 500 µl wash buffer II mit darauffolgender Zentrifugation. Nach 

diesem Schritt wurde das collection tube durch ein Ungebrauchtes ausgetauscht und es erfolgte 

eine weitere 1,5-minütige Zentrifugation. Nun wurde das collection tube durch ein recovery tube 

ausgetauscht und für zwei Minuten bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Im Anschluss er-

folgte je nach geschätzter RNA-Menge die Zugabe von 20 bis 50 µl RNAse-freiem Wasser 

in das spin cartridge und eine erneute Ruhephase bei Raumtemperatur für eine Minute. Im 

letzten Schritt der RNA-Isolation wurde erneut bei 12000 rpm und 4 °C für eineinhalb Mi-

nuten zentrifugiert, sodass sich danach die RNA im recovery tube befand und das spin cartridge 

verworfen werden konnte. Das Tube mit der RNA wurde nun bei -80 °C bis zum weiteren 

Gebrauch eingefroren. 

2.2.12.2 cDNA-Synthese 

Um aus der zuvor gewonnenen RNA die gewünschte cDNA zu gewinnen, wurden zunächst 

mithilfe einer DNAse von Sigma mögliche DNA-Verunreinigungen entfernt. Eingesetzt 

wurden jeweils ein bis fünf Mikrogramm der RNA. Um das benötigte Volumen zu ermitteln, 

wurde die RNA-Konzentration zunächst mit dem Spektralphotometer bestimmt. Die an-

schließend eingesetzte Menge RNA wurde mit Nuklease-freiem Wasser auf 7 µl aufgefüllt, 

um dann je 1 µl Reaktionspuffer und DNAse hinzuzugeben. Das Ganze wurde nun nach 
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kurzer Zentrifugation für 15 Minuten bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Als nächstes 

folgte die Zugabe von 1 µl Stopp-Puffer und erneute Zentrifugation sowie eine zehnminütige 

Inkubation bei 70 °C im Thermocycler. Nach Abkühlung auf Eis, wurde die eigentliche 

cDNA-Synthese gestartet, bei welcher das Kit von Thermo Scientific genutzt wurde. Zu-

nächst erfolgte die Zugabe von 1 µl der Primermischung (Oligo dt). Nach kurzer Zentrifu-

gation wurden die Proben bei 65 °C für fünf Minuten im Thermocycler inkubiert und an-

schließend wieder auf Eis gekühlt. Im letzten Schritt wurden nacheinander 4 µl 5x reaction 

buffer, 1 µl RNAse Inhibitor, 2 µl dNTP und 2 µl der Reversen Transkriptase hinzugefügt. 

Nach kurzer Zentrifugation erfolgte die Inkubation bei 45 °C für eine Stunde sowie im An-

schluss 70 °C für fünf Minuten im Thermocycler. Daraufhin wurde die fertige cDNA bis 

zum weiteren Gebrauch bei -80 °C gelagert. 

2.2.12.3 qPCR 

Für die eigentliche qPCR, dessen Prinzip bereits erläutert wurde (s.o.), wurde zunächst ein 

Mix aus dem Fast SYBR Green Reagenz (10 µl/Well), dem Primer (300 nM) sowie Nuklease-

freiem Wasser hergestellt. Hiervon konnten später 17 µl/Well eingesetzt werden. Die cDNA 

wurde so verdünnt, dass von der Ursprungs-RNA eine Konzentration von 10 ng/µl vorlag, 

wovon schließlich 3 µl, also 30 ng, je Well eingesetzt wurden. Der Mix und die verdünnte 

cDNA wurden nacheinander in eine 96-Well-PCR-Platte pipettiert und zentrifugiert. Im An-

schluss wurde die qPCR im StepOnePlus™ Real-Time PCR System gestartet. Hierzu wurde 

eine initiale Denaturierungszeit von zehn Minuten bei 95 °C gewählt, gefolgt von vierzig 

Runden, bestehend aus einer 20-sekündigen Denaturierungszeit bei 95 °C sowie der 30-se-

kündigen annealing-Zeit bei 60 °C. Die Ergebnisse konnten schließlich mithilfe der StepOne 

Software v2.3 betrachtet werden. 

2.2.12.4 Auswertung mittels 2^-ddCt-Methode 

Für die Auswertung der qPCR wurde die 2^-ddCt-Methode verwendet. Hierbei wird die re-

lative Änderung des Zielgens der behandelten Zellen in Bezug auf die Kontrollzellen be-

stimmt. Um den ddCt-Wert zu bilden, wird zunächst der dCt-Wert bestimmt, in dem die 

Differenz des Ct-Werts des Zielgens und des Referenzgens (GAPDH) gebildet wird. An-

schließend wird die Differenz von dCt der Behandlung und dCt der Kontrolle gebildet, so-

dass man ddCt erhält. Im letzten Schritt erfolgt die Bildung der Potenz: 2^-ddCt. Diese Ver-

hältniswerte wurden mit Hilfe des Einstichproben-t-Tests auf statistische Signifikanz über-

prüft. 
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Die Quantifizierung mittels 2^-ddCT setzt einige Annahmen voraus: So sollte die Effizienz 

der Amplifikation des Ziel- und Referenzgens gleich sein. Dieses kann mit Hilfe von unter-

schiedlicher Verdünnung der cDNA überprüft werden. Außerdem setzt die Analyse mit 

Hilfe von ddCt das Mitführen eines housekeeping-Gens voraus, wie beispielweise GAPDH. 

Auch andere housekeeping-Gene sind möglich. Voraussetzung hierfür ist, dass die Expression 

durch die Behandlung unbeeinflusst bleibt (Livak and Schmittgen 2001).  
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3 Ergebnisse 

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der durchgeführten Experimente dar-

gestellt. 

3.1 Einfluss von sERp57 auf  die Zellviabilität  

Die Durchführung der MTT-Proliferations-Tests erfolgte, wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben. 

Die Abbildungen 7 bis 9 zeigen jeweils die prozentualen Werte der optischen Dichten. Die 

Kontrolle nach 24 h stellt den Referenzwert mit 100 % dar. Für alle drei Zellreihen zeigte 

sich eine Abnahme der Extinktionen und somit der Viabilität durch die ERp57-Behandlung. 

Dieser Effekt nahm durch eine steigende ERp57-Konzentration zu. Die statistische Auswer-

tung mittels Two-Way-ANOVA zeigte v.a. bei den TK173-Zellen starke statistische Signifi-

kanzen bezüglich der Ergebnisse. Aber auch bei den HK2- und MDCK-Zellen konnten sta-

tistisch signifikante Unterschiede ausgemacht werden.   
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Abbildung 7: MTT-Test von HK2-Zellen. HK2-Zellen wurden für 24, 48 und 72 h mit 200 ng/ml 

bzw. 1 µg/ml ERp57 behandelt. Bezogen auf die Kontrolle zeigt sich eine abnehmende Viabilität. 

Im zeitlichen Verlauf ist bei allen drei Gruppen eine Zunahme zu erkennen. Die Liniendiagramme 

zeigen jeweils den Mittelwert, prozentual zum Mittelwert der 24 h-Kontrolle. Die statistische Analyse 

erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse und Tukey-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 

(****) p ≤ 0,0001. 
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Abbildung 8: MTT-Test von MDCK-Zellen. MDCK-Zellen wurden für 24, 48 und 72 h mit 

200 ng/ml bzw. 1 µg/ml ERp57 behandelt. Bezogen auf die Kontrolle zeigt sich eine leicht abneh-

mende Viabilität. Im zeitlichen Verlauf ist bei allen drei Gruppen eine deutliche Abnahme zu erken-

nen. Die Liniendiagramme zeigen jeweils den Mittelwert, prozentual zum Mittelwert der 24 h-Kon-

trolle. Die statistische Analyse erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse und Tukey-Tests, (*) p ≤ 

0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001. 
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Abbildung 9: MTT-Test von TK173-Zellen. TK173-Zellen wurden für 24, 48 und 72 h mit 

200 ng/ml bzw. 1 µg/ml ERp57 behandelt. Bezogen auf die Kontrolle zeigt sich eine abnehmende 

Viabilität. Im zeitlichen Verlauf ist bei allen drei Gruppen eine Abnahme zu erkennen. Die Liniendi-

agramme zeigen jeweils den Mittelwert, prozentual zum Mittelwert der 24 h-Kontrolle. Die statisti-

sche Analyse erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse und Tukey-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 

(***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001. 
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3.2 Apoptose-Aktivität 

Im Apoptose-Test, welcher mit Hilfe von Annexin V und PI, wie in Kapitel 2.2.6 beschrie-

ben, durchgeführt wurde, zeigten sich schwache, nicht ganz eindeutige Effekte zwischen 

Kontrolle und den Behandlungen mit ERp57. Die statistische Auswertung mittels zweifacher 

Varianzanalyse (Faktoren: Zeit und Behandlung) ergab bei einem Signifikanzniveau von 

p ≤ 0,05 nur wenige, statistisch signifikante Unterschiede, wenn man allein den Faktor der 

Behandlung berücksichtigte. Dort ergab sich nur für die MDCK-Zellen eine statische Signi-

fikanz. Der Tukey-Test bestätigte diesen signifikanten Unterschied schließlich für die Ergeb-

nisse nach 72 h. Während die Varianzanalyse für den Faktor Behandlung bei den HK2- und 

TK173-Zellen keine statistische Signifikanz nachweisen konnte, zeigte sich im Tukey-Test 

bei den HK2- nach 24 h bzw. bei den TK173-Zellen nach 72 h ein statistisch signifikanter 

Unterschied. Während bei den MDCK-Zellen nach 72 h eine Abnahme der früh-apoptoti-

schen Zellen durch die ERp57-Behandlung zu verzeichnen war, ergab sich bei den TK173-

Zellen die Tendenz des gegenteiligen Effekts.  

Der Faktor Zeit zeigte in der zweifachen Varianzanalyse bei allen drei Zelllinien einen starken 

statistisch signifikanten Effekt. Im Tukey-Test zeigte sich dann bei den MDCK- und den 

TK173-Zellen lediglich zwischen 24 und 48 h sowie bei den HK2-Zellen zwischen 48 und 

72 h keine statistische Signifikanz. Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der drei 

Zelllinien.  
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Abbildung 10: Apoptose-Test der HK2-Zellen. HK2-Zellen wurden für 24, 48 und 72 h mit 

200 ng/ml bzw. 1 µg/ml ERp57 behandelt. Im Anschluss wurde ein Annexin V-Test durchgeführt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte der früh-apoptotischen Zellen (Annexin+/PI-) in Prozent im Säu-

lendiagram mit Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifacher Vari-

anzanalyse und Tukey-Tests: (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001.  
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Abbildung 11: Apoptose-Test der MDCK-Zellen. MDCK-Zellen wurden für 24, 48 und 72 h mit 

200 ng/ml bzw. 1 µg/ml ERp57 behandelt. Im Anschluss wurde ein Annexin V-Test durchgeführt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte der früh-apoptotischen Zellen (Annexin+/PI-) in Prozent im Säu-

lendiagram mit Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifacher Vari-

anzanalyse und Tukey-Tests: (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001.  
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Abbildung 12: Apoptose-Test der TK173-Zellen. TK173-Zellen wurden für 24, 48 und 72 h mit 

200 ng/ml bzw. 1 µg/ml ERp57 behandelt. Im Anschluss wurde ein Annexin V-Test durchgeführt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte der früh-apoptotischen Zellen (Annexin+/PI-) in Prozent im Säu-

lendiagram mit Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifacher Vari-

anzanalyse und Tukey-Tests: (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001. 

3.3 Einfluss von sERp57 auf  das Intermediärfilament Vimentin 

Die Expression von Vimentin wurde mittels indirekter Immunfluoreszenzfärbung und Wes-

tern Blots untersucht.  

Sowohl in den Kontrollen als auch in den Behandlungen der drei Zelllinien konnte Vimentin 

in der Immunfluoreszenz angefärbt werden. Ein deutlicher Unterschied zwischen Behand-

lungen und Kontrollen konnte hier nicht festgestellt werden. 
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Abbildung 13: Indirekte Vimentin-Immunfluoreszenzfärbung von HK2-Zellen nach 72-stündiger 

Behandlung mit 200 ng/ml ERp57 (rechts) und unbehandelter Kontrolle (links). Die Vimentin-Fila-

mente sind grün dargestellt, die Zellkerne in blau (DAPI). 

    

Abbildung 14: Indirekte Vimentin-Immunfluoreszenzfärbung von MDCK-Zellen nach 48-stündiger 

Behandlung mit 200 ng/ml ERp57 (rechts) und unbehandelter Kontrolle (links). Die Vimentin-Fila-

mente sind grün dargestellt, die Zellkerne in blau (DAPI). 

 

     

Abbildung 15: Indirekte Vimentin-Immunfluoreszenzfärbung von TK173-Zellen nach 72-stündiger 

Behandlung mit 200 ng/ml ERp57 (rechts) und unbehandelter Kontrolle (links). Die Vimentin-Fila-

mente sind grün dargestellt, die Zellkerne in blau (DAPI). 
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In allen drei Zelllinien zeigte der Western Blot einen Einfluss von sERp57 auf das Interme-

diärfilament Vimentin, indem es einzelne Formen zu regulieren scheint, vor allem aber bei 

den MDCK-Zellen. Es konnten mit dem Antikörper von Agilent Technologies mehrere For-

men detektiert werden. Die Expression von Vimentin IV in den TK173- und MDCK-Zellen 

nimmt durch die Behandlung ab, während es in der Expression von Vimentin III kaum Un-

terschiede zu verzeichnen gab. Zum Teil konnte bei den MDCK- und TK-173-Zellen auch 

noch eine dritte und vierte Form nachgewiesen werden (Vimentin II, Vimentin I). Wenn dies 

der Fall war, konnte man hier eine zunehmende Expression erkennen. Bei den HK2-Zellen 

wurde ausschließlich Vimentin IV und III detektiert, wobei es für Vimentin III eine zuneh-

mende Tendenz durch die Behandlung zu beobachten gab. 

Bei den HK2-Zellen ergab der Einstichproben-t-Test bei einem Signifikanzniveau von 0,05 

keine statistische Signifikanz.  
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Abbildung 16: HK2 Vimentin-Western Blot a: Vimentin-Western Blot von ERp57-behandelten 

HK2-Zellen (rechts) und unbehandelter Kontrolle (links) mit β-Aktin als Ladungskontrolle (untere 

Bande). b/c: Relative Intensitäten der Vimentin-Western Blots von ERp57 behandelten HK2-Zellen 

zu β-Aktin und zur Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung.  Statistisch 

ausgewertet mittels Einstichproben-t-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001. 

 

Besonders ausgeprägt erscheint die Herunterregulierung von Vimentin IV bei den MDCKs. 

Hier ergab der Einstichproben-t-Test ein statistisch signifikantes Ergebnis. 
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Abbildung 17: MDCK Vimentin-Western Blot a: Vimentin-Western Blot von ERp57-behandelten 

MDCK-Zellen (rechts) und unbehandelter Kontrolle (links) mit β-Aktin als Ladungskontrolle (untere 

Bande). b/c/d: Relative Intensitäten der einzelnen Vimentin-Banden im Western Blot von ERp57 

behandelten MDCK-Zellen zu β-Aktin und zur Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Stan-

dardabweichung. Statistisch ausgewertet mittels Einstichproben-t-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) 

p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001. 

 

Betrachtet man den Vimentin Western Blot der TK173-Zelllinie, so erkennt man auch hier 

eine Abnahme von Vimentin IV und eine Zunahme von Vimentin II und I (Abbildung 18a). 

Bezüglich Vimentin IV erkennt man diese Ergebnisse in den Säulendiagrammen zunächst 

nicht, da eins der vier Replikate anders ausfiel und so das Ergebnis stark beeinflusst, weshalb 

auf der rechten Seite jeweils die Säulendiagramme mit Ausschluss dieses Ausreißers darge-

stellt werden. 
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d)  
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Abbildung 18: TK173 Vimentin-Western Blot a: Vimentin-Western Blot von ERp57-behandelten 

TK173-Zellen (rechts) und unbehandelter Kontrolle (links) mit β-Aktin als Ladungskontrolle (untere 

Bande) b/c/d: Relative Intensitäten der Vimentin-Western Blots von ERp57 behandelten MDCK-

Zellen zu β-Aktin und zur Kontrolle. Links: n=4, rechts: n=3 ohne Ausreißer. Dargestellt sind die 

Mittelwerte mit Standardabweichung. Statistisch ausgewertet mittels Einstichproben-t-Tests bzw. 

Einstichproben-Wilcoxon-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001.  

  

3.4 Einfluss von sERp57 auf  E-Cadherin  

Auch das Adhäsionsprotein E-Cadherin wurde in der indirekten Immunfluoreszenzfärbung 

sowie im Western Blot bei den MDCK-Zellen untersucht. 

Die Färbung zeigte sowohl in der Kontrolle als auch in der Behandlung eine deutliche E-

Cadherin-Expression. Die Zellen der Behandlung verloren allerdings den Kontakt zueinan-

der und nahmen eine rundlichere Struktur an, was in den Kontrollzellen nicht in gleichem 

Ausmaß zu beobachten war. 
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a)      

b)      

c)      

Abbildung 19: Indirekte Immunfluoreszenzfärbung von MDCK-Zellen nach 48-stündiger Behand-

lung mit 200 ng/ml ERp57 (rechts) und unbehandelter Kontrolle (links). E-Cadherin ist in rot dar-

gestellt, Vimentin in grün, die Zellkerne in blau (DAPI). a) Vimentin b) E-Cadherin c) Vimentin und 

E-Cadherin.  

 

Um den interzellulären Kontaktverlust zu quantifizieren und zu vergleichen, wurden jeweils 

die Zellen mit Kontaktverlust gezählt und durch die Gesamtanzahl der Zellen dividiert. Die 

Ergebnisse sind im Säulendiagramm in Abbildung 20 dargestellt. Zellen wurden als Kontakt-

verlust gewertet, wenn etwa mindestens 50 % der Zellmembran frei lag. Bei Zellen, die am 

Rand eines Verbundes lagen, wurde der nach außen gerichtete Teil der Zelle unberücksichtigt 

gelassen. 
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Abbildung 20: Relativer Anteil der Zellen mit interzellulärem Kontaktverlust von Kontrolle und 

ERp57-behandelten Zellen. Statistisch ausgewertet mittels t-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 

0,001 (****) p ≤ 0,0001.  

 

In den Ergebnissen der Western Blots lässt sich eine Zunahme der E-Cadherin-Expression 

nach ERp57-Behandlung erkennen. Mit dem verwendeten Antikörper von Cell Signaling lie-

ßen sich im Bereich zwischen 100 und 150 kDa zwei Banden nachweisen. Wertet man diese 

Banden getrennt voneinander aus, zeigt sich die Zunahme lediglich bei der unteren Bande, 

wohingegen die obere Bande durch die Behandlung eher an Intensität verliert. Eine weitere 

Bande wurde im Bereich der 37 kDa-Markerbande detektiert, wobei es sich um das 38 kDa-

große C-terminale Fragment (CTF)1 handeln könnte, welches durch extrazelluläre Me-

talloproteasen generiert wird (Ferber et al. 2008). Hier erkennt man zwischen Kontrolle und 

Behandlung aber kaum Unterschiede. Des Weiteren zeigten sich durch Verwendung des 

oben genannten Antikörpers noch zwei weitere Banden im Bereich zwischen 50 und 75 kDa, 

dessen Ursprünge aber unklar sind. 
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Abbildung 21: MDCK E-Cadherin-Western Blot a: E-Cadherin-Western Blot von ERp57-behandel-

ten MDCK-Zellen (rechts) und unbehandelter Kontrolle (links) mit β-Aktin als Ladungskontrolle. 

b/c/d/e:  Relative Intensitäten der oberen E-Cadherin-Bande/ der unteren E-Cadherin-Bande/Ge-

samt-E-Cadherin Expression (obere und untere Bande)/der CTF1-Bande in Western Blots von 

ERp57-behandelten MDCK-Zellen zu β-Aktin und zur Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte 

mit Standardabweichung. Statistisch ausgewertet mittels Einstichproben-t-Tests bzw. Einstichpro-

ben-Wilcoxon-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001.  

3.5 Inkonsistente Fibronektinexpression 

Bei der Untersuchung von Fibronektin im Zelllysat mittels Western Blots zeigten sich starke 

Schwankungen in den einzelnen Replikaten aller Zelllinien, sodass es schwer ist, eine Aussage 

über den Einfluss von sezerniertem ERp57 auf die Fibronektin-Expression bzw. -synthese 

zu machen, sodass hier auf eine ausführliche Darstellung dieser Ergebnisse verzichtet wird. 

Stattdessen zeigt die Abbildung 22 die Western Blot-Analyse des Fibronektins im Überstand. 

Hier konnte aber entsprechend keine Ladungskontrolle durchgeführt werden und es erfolgte 

lediglich die Untersuchung in jeweils einem Replikat, weshalb keine statistische Auswertung 

erfolgte. Es sind keine eindeutigen Unterschiede zwischen den jeweiligen Kontrollen und 

Behandlungen sichtbar. 
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Abbildung 22: Fibronektin-Western Blot aus den Überständen von ERp57-behandelten Zellen und 

unbehandelter Kontrollen. 

3.6 Expression von Alpha-Smooth Muscle Actin  

Während die HK2-Zellen kaum eine Expression von α-SMA zeigten, erkennt man bei den 

MDCKs eine deutliche Expression sowohl in der Kontrolle als auch in der Behandlung. 

Auch die Färbungen der TK173-Zellen zeigen eine α-SMA-Expression in Kontrolle und Be-

handlung. Wesentliche Unterschiede durch die Behandlung scheint es nicht zu geben. 

 

a)  b)  

Abbildung 23: Alpha-Smooth Muscle Actin-Färbung von HK2-Zellen nach 72-stündiger Behandlung 

mit 200 ng/ml ERp57 (b) und unbehandelter Kontrolle (a). α-SMA ist grün dargestellt, die Zellkerne 

in blau (DAPI). 
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a)  b)  

Abbildung 24: Alpha-Smooth Muscle Actin-Färbung von MDCK Zellen nach 48-stündiger Behand-

lung mit 200 ng/ml ERp57 (b) und unbehandelter Kontrolle (a). α-SMA ist in grün dargestellt, die 

Zellkerne in blau (DAPI). 

 

a)  b)  

Abbildung 25: Alpha-Smooth Muscle Actin-Färbung von TK173-Zellen nach 72-stündiger Behand-

lung mit 200 ng/ml ERp57 (b) und unbehandelter Kontrolle (a). α-SMA ist in grün dargestellt, die 

Zellkerne in blau (DAPI). 

3.7  Regulation auf  Genebene 

In der qPCR wurden jeweils die Genexpressionen von verschiedenen Fibrosemarkern un-

tersucht. Die Gene für α-SMA (ACTA2), S100A4, Integrin αV (ITGAV) und Fibronektin 

(FN1) wurden bei allen drei Zelllinien untersucht sowie für die MDCK-Zellen zusätzlich E-

Cadherin (CDH1). In der statistischen Auswertung durch den Einstichproben-t-Test erga-

ben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede, wobei es bei den TK173- und MDCK-

Zellen für alle Gene (einschließlich CDH1) eine zunehmende Tendenz zu geben scheint. 
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Abbildung 26: Ergebnisse der qPCR-Analyse der HK2-Zellen. Dargestellt sind die Ergebnisse der 

2^-ddCt-Methode als Mittelwerte mit Standardabweichung. Statistisch ausgewertet mittels Einstich-

proben-t-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001. 
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Abbildung 27: Ergebnisse der qPCR-Analyse der MDCK-Zellen. Dargestellt sind die Ergebnisse der 

2^-ddCt-Methode als Mittelwerte mit Standardabweichung. Statistisch ausgewertet mittels Einstich-

proben-t-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001. 
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Abbildung 28: Ergebnisse der qPCR-Analyse der TK173-Zellen. Dargestellt sind die Ergebnisse der 

2^-ddCt-Methode als Mittelwerte mit Standardabweichung. Statistisch ausgewertet mittels Einstich-

proben-t-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001. 

3.8 Behandlung mit latentem TGF-β1 und ERp57 

Um eine mögliche Aktivierung von latentem TGF-β1 durch ERp57 zu untersuchen, wurden 

verschiedene Behandlungen im Western Blot betrachtet: 1. Kontrollzellen, 2. mit TGF-β1 

behandelte Zellen, 3. mit TGF-β1 und ERp57 behandelte Zellen, 4. mit latentem TGF-β1 

behandelte Zellen und 5. Zellen, die mit latentem TGF-β1 und ERp57 behandelt wurden. 

Bis auf die Kontrollzellen wurden zunächst alle Gruppen für 24 h mit aktivem TGF-β1 be-

handelt. Zur 3. Gruppe wurde anschließend 200 ng/ml ERp57 hinzugefügt. Bei der vierten 

und fünften Gruppe wurde das TGF-β1 nach 24 h abgenommen und durch latentes TGF-

β1 ersetzt. Die fünfte Gruppe erhielt zusätzlich 200 ng/ml ERp57. Nach weiteren 24 h wur-

den die Zellen geerntet und die entsprechenden Proteinproben im Western Blot untersucht.  

Es zeigte sich eine Abnahme der E-Cadherin-Expression in allen Behandlungen, die sich 

beim Gesamt-E-Cadherin sowie bei der oberen E-Cadherin-Bande in Bezug auf die Kon-

trolle im Einstichproben-t-Test als statistisch signifikant herausstellte. Zwischen den unter-

schiedlichen Behandlungen konnten in der einfachen Varianzanalyse keine statistisch signi-

fikanten Unterschiede ausgemacht werden. 
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Abbildung 29: MDCK E-Cadherin-Western Blot nach TGF-β1-Behandlung.  a: E-Cadherin-Western 

Blot von unterschiedlich behandelten MDCK-Zellen und Kontrolle (1: unbehandelt 2: TGF-β1-Be-

handlung für 48 h 3: TGF-β1-Behandlung für 24 h, dann TGF-β1 und ERp57-Behandlung 

(200 ng/ml) für 24 h 4: TGF-β1-Behandlung für 24 h, dann Behandlung mit latentem TGF-β1 für 

24 h 5: TGF-β1-Behandlung für 24 h, dann Behandlung mit latentem TGF-β1 und ERp57 

(200 ng/ml) für 24 h mit β-Aktin als Ladungskontrolle (untere Bande) b/c/d: Relative Intensitäten 

der oberen E-Cadherin-Bande/ der unteren E-Cadherin-Bande/der Gesamt-E-Cadherin-Expression 

(obere und untere Bande) in Western Blots von unterschiedlich behandelten MDCK-Zellen zu β-

Aktin und zur Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Statistisch jeweils 

ausgewertet mittels Einstichproben-t-Tests bezogen auf die Kontrolle (=1) bzw. die Behandlungen 

untereinander mittels einfacher Varianzanalyse und Tukey-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 

0,001 (****) p ≤ 0,0001. 

Neben der E-Cadherin-Expression wurde außerdem die Fibronektin-Expression aus dem 

Zelllysat untersucht. Hier zeigte sich bei allen Behandlungen eine deutliche Zunahme des 

Fibronektins im Vergleich zur Kontrolle. Unterschiede durch die zusätzliche ERp57-Be-

handlung konnten nicht erkannt werden. 

a)  

 

Fibronektin 
(~220 kDa) 

β-Aktin  
(42 kDa) 
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Abbildung 30: MDCK Fibronektin-Western Blot nach TGF-β1-Behandlung. a: E-Cadherin-Western 

Blot von unterschiedlich behandelten MDCK-Zellen und Kontrolle (1: unbehandelt 2: TGF-β1-Be-

handlung für 48 h 3: TGF-β1-Behandlung für 24 h, dann TGF-β1 und ERp57-Behandlung 

(200 ng/ml) für 24 h 4: TGF-β1-Behandlung für 24 h, dann Behandlung mit latentem TGF-β1 für 

24 h 5: TGF-β1-Behandlung für 24 h, dann Behandlung mit latentem TGF-β1 und ERp57 

(200 ng/ml) für 24 h mit β-Aktin als Ladungskontrolle (untere Bande) b: Relative Intensitäten der 

Fibronektin-Expression. von unterschiedlich behandelten MDCK-Zellen zu β-Aktin und zur Kon-

trolle. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Statistisch jeweils ausgewertet mittels 

Einstichproben-t-Tests bezogen auf die Kontrolle (=1) bzw. die Behandlungen untereinander mittels 

einfacher Varianzanalyse und Tukey-Tests, (*) p ≤ 0,05 (**) ≤ 0,01 (***) p ≤ 0,001 (****) p ≤ 0,0001. 
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4 Diskussion 

In den folgenden Abschnitten erfolgt die Diskussion über die gewonnenen Ergebnisse sowie 

eine kritische Betrachtung der Methoden und Auswertungen. Besonderer Fokus liegt hier 

auf den Vimentin- und E-Cadherin-Expressionen. Hier gibt es starke Hinweise darauf, dass 

sie durch die Behandlung mit ERp57 beeinflusst werden. 

4.1 ERp57-Behandlung nimmt Einfluss auf  Vimentin  

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine Behandlung von renalen Zellen mit ERp57 in vitro 

einen Einfluss auf die Expression der Vimentin-Formen ausübt. Die Bedeutung dieser Re-

gulation hängt u.a. vom Ursprung der einzelnen Formen ab, wozu verschiedene Hypothesen 

denkbar sind. 

Eine mögliche Erklärung für das Vorkommen der unterschiedlichen Vimentin-Formen stellt 

die Aufspaltung durch Caspasen dar. Byun et al. geben in ihrer Arbeit aus dem Jahr 2001 

Hinweise darauf, dass Vimentin ein Substrat verschiedener Caspasen ist und im Rahmen 

apoptotischer Vorgänge gespalten wird (Byun et al. 2001). Sollte hier der Ursprung der ver-

schiedenen Vimentin-Formen liegen, wäre das ein Hinweis darauf, dass sERp57 Caspasen 

aktviert bzw. Apoptose induziert. Diese Annahmen stimmen aber nicht eindeutig mit den 

Ergebnissen der durchgeführten Apoptose-Tests der vorliegenden Arbeit überein. Hier gab 

es keinen klaren Hinweis darauf, dass es durch die ERp57-Behandlung zu verstärkter 

Apoptose kommt.  

Ergebnisse von Buchmaier et al. (2013) widersprechen der oben aufgeführten Hypothesen, 

da es dort Hinweise für eine unabhängige Regulation der einzelnen Formen gibt, was eher 

gegen die Entstehung der verschiedenen Vimentin-Formen durch Caspasen spricht.  

Festzuhalten bleibt, dass die Behandlung der Zellen mit ERp57 in dieser Arbeit einen Ein-

fluss auf die Expression von verschiedenen Vimentin-Formen zu besitzen scheint. Ob hier 

ein Einfluss auf die Caspase-Aktivität oder ein anderer Mechanismus die Ursache darstellt, 

lässt sich nicht sicher sagen. Auch die funktionellen Eigenschaften der einzelnen Formen 

müssten näher untersucht werden, um dieser Regulation eine bessere Bedeutung zuordnen 

zu können. Dies wäre auch wichtig, um die Ergebnisse bezüglich der Ausgangsfrage dieser 

Arbeit besser zu bewerten. Da im Western Blot mehrere Formen nachgewiesen werden 

konnten, die zum Teil durch die ERp57-Behandlung zunehmen und zum anderen Teil 

dadurch abnehmen, kann hierdurch keine klare Schlussfolgerung bezüglich einer möglichen 
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EMT gezogen werden. Hier hätte man eine Expressionszunahme von mesenchymalen Mar-

kern erwartet, so auch von Vimentin. Zur besseren Beurteilung bezüglich der Ausgangsfrage 

sollte deshalb auch untersucht werden, inwiefern sich die Expressionen der einzelnen For-

men durch gesicherte profibrotische Bedingungen verändern. 

4.2 ERp57-Behandlung beeinflusst die E-Cadherin-Funktion 

Die indirekten Immunfluoreszenzfärbungen zeigen, dass E-Cadherin nach 48-stündiger 

ERp57-Behandlung sowohl in den Kontrollzellen als auch in den behandelten Zellen expri-

miert wird. Trotzdem scheinen die behandelten Zellen aber den Kontakt zueinander zu ver-

lieren und nehmen eine rundliche Form an. Da die Zellen aufgrund des starken Zellunter-

gangs für die Immunfluoreszenzfärbungen nur für 48 h mit ERp57 behandelt wurden, wäre 

eine längere Behandlung sinnvoll, um zu überprüfen, ob im weiteren Verlauf auch eine ge-

ringere E-Cadherin-Expression und ein intrazellulärer Abbau zu sehen wäre, was deutlich 

für einen profibrotischen Einfluss sprechen würde. 

Die Ergebnisse der E-Cadherin-Western Blots zeigen im Bereich zwischen 100 und 150 kDA 

zwei verschiedene Banden, die durch den E-Cadherin Antikörper von Cell Signaling detek-

tiert werden. Auch eine Arbeit, die 2020 veröffentlicht wurde, zeigt bei Verwendung des 

gleichen Antikörpers die zwei Banden bei einer Brustkrebs-Zelllinie im entsprechenden Be-

reich im Western Blot. Die Bedeutung der zwei Banden wurde dort aber nicht weiter unter-

sucht (Farasani and Darbre 2020).  

In der vorliegenden Arbeit wäre es wichtig, die strukturellen Unterschiede dieser beiden For-

men zu kennen, um die Ergebnisse besser interpretieren zu können. 

Eine Möglichkeit wäre, dass es sich bei den beiden Formen zum einen um die 135 kDA-

Form und zum anderen um die 120 kDA-Form handelt. Eine Arbeit aus dem Jahr 1991 von 

Shore et Nelson hat sich mit diesen verschiedenen Formen beschäftigt. Sie fanden heraus, 

dass E-Cadherin in MDCK-Zellen als Vorläuferprotein mit einem MW von 135 kDa syn-

thetisiert wird und in dieser Form nicht an der Zelloberfläche exprimiert wird. So stellten sie 

die Hypothese auf, dass E-Cadherin als 135 kDa-Vorläuferprotein synthetisiert wird, was 

zunächst intrazellulär in die reife 120 kDa-Form umgewandelt werden muss, bevor es an der 

Zelloberfläche exprimiert wird.  
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Handelt es sich in den Western Blots der vorliegenden Arbeit also um die 135- und 120 kDa-

Formen, nimmt besonders die 120 kDa-Form durch die ERp57-Behandlung zu, was bedeu-

ten könnte, dass sezerniertes ERp57 Einfluss auf die Umwandlung vom Vorläuferprotein in 

das auf der Zelloberfläche exprimierte E-Cadherin hätte. Gleichzeitig zeigt sich, wenn auch 

statistisch nicht signifikant, eine Abnahme der 135 kDa- Form, also des Vorläuferproteins, 

was bedeutet, dass weniger Vorläuferprotein durch die Behandlung mit ERp57 gebildet 

würde.  Bezieht man diese Hypothese auf die Ausgangsfrage dieser Arbeit, spricht die Zu-

nahme der 120 kDa-Form zunächst einmal gegen einen profibrotischen Einfluss von 

sERp57 auf die MDCK-Zellen. Im Rahmen der Fibrose würde man schließlich eher eine 

Abnahme der E-Cadherin-Expression erwarten. Möglich wäre aber auch, dass durch die Be-

handlung mit ERp57 zum einen die Expression bzw. Synthese des Vorläuferproteins ge-

hemmt wird und zum anderen die Umwandlung in die aktive Form (120 kDa), als eine Art 

Abwehrreaktion auf die potenziell profibrotischen Einflüsse, zunimmt. Dieses Szenario wäre 

wiederum mit einem profibrotischen Einfluss von sERp57 vereinbar, v.a. wenn man gleich-

zeitig die Immunfluoreszenzfärbungen anschaut. Weiter bleibt aber noch die Zunahme des 

CDH1-Gens in der qPCR zu diskutieren. Diese Zunahme spricht zunächst wieder gegen den 

profibrotischen Einfluss. Betrachtet man aber gleichzeitig die Hinweise, die auf eine Ab-

nahme des Vorläuferproteins hindeuten, könnte man annehmen, dass eine posttranslationale 

Modifikation stattfindet und die Expression verhindert. Möglich wäre auch, dass sERp57 an 

diesem Prozess beteiligt ist. So wäre es denkbar, dass die Umwandlung von der Vorläufer- 

in die reife Form durch den interzellulären Kontaktverlust induziert wird und gleichzeitig 

auch die Genexpression als eine Art Gegenregulation ansteigt, um die verlorenen Kontakte 

wieder herzustellen. Zusätzlich wird posttranslational aber die Expression verhindert.  

Eine andere mögliche Erklärung ist, dass es sich bei der unteren Bande bereits um ein Abbau- 

bzw. Spaltprodukt der oberen Bande handelt, welche dann die 120 kDa-Form darstellen 

würde. Hierzu passt auch der Verlust der interzellulären Kontakte. Betrachtet man aber zu 

dieser Hypothese die verfügbare Literatur, findet man als größtes Abbau-/Spaltprodukt le-

diglich eine 100 kDa-Form (Rios-Doria et al. 2003). Die untere Bande des Western Blots 

stellte sich aber deutlich über der 100 kDa-Bande des Markers dar.  

Ferner gibt es starke Hinweise darauf, dass die Glykosylierung von E-Cadherin ebenfalls 

Einfluss auf seine Funktion nimmt (Pinho et al. 2011). Auch hierin könnte also der Unter-

schied zwischen den zwei verschiedenen E-Cadherin-Banden liegen. 
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Festzuhalten bleibt, dass sERp57 in vitro einen Einfluss auf E-Cadherin von MDCK-Zellen 

ausübt und die interzellulären Kontakte schwächt. Hier gibt es verschiedene denkbare Ur-

sachen, die näher untersucht werden sollten. Insgesamt scheint es sich um einen komplexen 

Prozess zu handeln, sodass die Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungen von E-Cad-

herin auf den ersten Blick widersprüchlich erscheinen. Ähnlich wie bei Vimentin gilt es auch 

hier zu klären, worin der Unterschied zwischen den beiden im Western Blot detektierten 

Banden liegt. 

4.3 Alpha-Smooth Muscle Actin-Expression in Kontrollzellen 

Zur Untersuchung der α-SMA Expression wurden für alle drei Zelllinien indirekte Immun-

fluoreszenzfärbungen angefertigt. Außerdem wurde das entsprechende Gen auch in der 

qPCR betrachtet. Normalerweise wird α-SMA im gesunden Nierengewebe nur in glatten Ge-

fäßmuskelzellen exprimiert und wird erst bei der Differenzierung zu Myofibroblasten auch 

in anderen Zelltypen exprimiert (Badid et al. 2001). In den Färbungen und der qPCR zeigt 

sich aber sowohl bei den Kontrollzellen der MDCK-Zelllinie als auch bei den Kontrollzellen 

der TK173-Zelllinie bereits ohne Behandlung ein Nachweis von α-SMA. Außerdem ergab 

auch die qPCR der HK2-Zellen den Nachweis des Gens für α-SMA, hier zeigte die Färbung 

allerdings kaum exprimiertes α-SMA. Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob der genutzte 

Antikörper bzw. die genutzten Primer wirklich spezifisch genug für den reinen Nachweis 

von α-SMA sind. In Bezug auf den möglichen profibrotischen Einfluss lässt sich so schwer 

eine Aussage treffen. Normalerweise hätte man erwartet, dass es bei den Kontrollzellen zu 

keiner Expression kommt. Eine dann durch die Behandlung auftretende Expression hätte 

für einen profibrotischen Effekt gesprochen. Die qPCR der MDCK- und TK173-Zellen 

zeigten leichte Zunahmen der Genexpression, welche sich aber nicht als statistisch signifi-

kant herausstellten. Die HK2-Zellen zeigten durch die ERp7-Behandlung eine leichte, eben-

falls statistisch nicht signifikante Abnahme der ACTA2-Genexpression. Zusammenschau-

end muss hier auch eine mögliche Verunreinigung der Proben als Ursache für den Nachweis 

von α-SMA in Betracht gezogen werden. 

4.4 Profibrotischer Einfluss von TGF-β1 

Die Behandlung der MDCK-Zellen mit TGF-β1 zeigte im Western Blot eindeutigere Ergeb-

nisse als die Behandlung mit ERp57 und bestätigte die bereits weit verbreitete Annahme, 

dass TGF-β1 profibrotisch wirkt. Im Western Blot zeigte sich eine eindeutige Abnahme des 
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E-Cadherins, wobei auch hier die Abnahme der oberen Bande deutlicher ausfiel als die Ab-

nahme der unteren Bande, welche aber ebenfalls zu beobachten war. Außerdem wurde durch 

die Behandlung eine starke Zunahme des Fibronektins im Zelllysat ausgelöst.  

Da TGF-β1 als latenter Komplex sezerniert wird, muss er zunächst aktiviert werden, um 

seine Wirkung zu entfalten. Hierbei scheint Integrin αV eine wichtige Rolle zu spielen 

(Fontana et al. 2005). In dieser Arbeit sollte überprüft werden, ob sERp57 ebenfalls eine 

Rolle bei der Aktivierung von latentem TGF-β1 spielt. Die Behandlung der Zellen mit laten-

tem TGF-β1 hatte ähnlich starke Auswirkungen auf die abnehmende Expression von E-

Cadherin sowie die ansteigende Expression von Fibronektin, wie die dauerhafte Behandlung 

mit aktivem TGF-β1. Möglicherweise hat es sich bei dem genutzten latentem TGF-β1 nicht 

wirklich um die latente Form gehandelt. Eine andere mögliche Erklärung wäre, dass die la-

tente Form auch ohne Zugabe von ERp57 in ihre aktive Form umgewandelt wurde, da durch 

die Vorbehandlung mit aktivem TGF-β1 der profibrotische Vorgang bereits im Gang war. 

Auch denkbar wäre, dass die zu sehenden Effekte allein durch die Behandlung der ersten 

24 h induziert wurden und die weitere Behandlung mit aktivem TGF-β1 keine zusätzlichen 

Effekte brachte. Durch die Tatsache, dass die mit latentem TGF-β1 behandelten Zellen 

(Gruppe 4 in Abbildung 29/30) keine geringeren profibrotischen Effekte zeigen als die üb-

rigen behandelten Zellen, lässt sich der Versuch bezüglich einer möglichen Aktivierung des 

latenten TGF-β1 durch sERp57 kaum bewerten. In Zukunft sollte daran gearbeitet werden, 

diesen Versuch zu optimieren. Man könnte beispielsweise versuchen, auf die Vorbehandlung 

mit aktivem TGF-β1 zu verzichten. Alternativ kann auch das verwendete latente TGF-β1 

durch ein anderes Produkt ausgetauscht werden. Generell zeigen die Ergebnisse dieser Wes-

tern Blots aber, dass der Effekt durch TGF-β1 viel stärker und eindeutiger ist als die zuvor 

durchgeführten Versuche mit reiner ERp57-Behandlung. 

4.5 Kritische Betrachtung der Methoden und Auswertungen 

Im Folgenden sollen die durchgeführten Methoden sowie die statistische Auswertung der 

vorliegenden Arbeit kritisch betrachtet werden und Schwächen aufgezeigt werden, die bei 

der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden sollten. 

4.5.1 Fehlende Positiv-Kontrolle 

Abschließend betrachtet wäre es zur Interpretation der Ergebnisse sinnvoll gewesen, eine 

Positiv-Kontrolle mitzuführen. In dieser Arbeit wurde immer eine unbehandelte Negativ-
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Kontrolle mitgeführt, um Effekte durch sERp57 zu erkennen. Da es in der Fragestellung 

besonders um den Einfluss von sERp57 in Bezug auf die renale Fibrose geht, wäre es hilf-

reich gewesen, eine weitere Gruppe mitzuführen, die durch eine gewisse Behandlung klare 

fibrotische Eigenschaften vorweist. Hier bietet sich beispielsweise eine Behandlung mit 

TGF-β1 an. In den Western Blots, in denen die Aktvierung von latentem TGF-β1 untersucht 

werden sollte, wurde eine Positiv-Kontrolle mitgeführt. Betrachtet man nun die Ergebnisse 

der Vimentin- und E-Cadherin Western Blots, in denen es zur Detektion verschiedener Ban-

den und unterschiedlicher Regulationen durch sERp57 gekommen ist, hätte das Mitführen 

einer Positiv-Kontrolle hilfreich sein können, um diese Ergebnisse besser zu interpretieren. 

In Zukunft sollte das berücksichtigt werden und über das Mitführen einer Positiv-Kontrolle 

für alle Versuche nachgedacht werden. 

4.5.2 MDCK- und TK173-Zellen unter FCS-freien Bedingungen 

Serum im Medium der Zellkulturen nimmt Einfluss auf gewisse Prozesse der Zelle, weshalb 

auch in dieser Arbeit für die Untersuchungen auf das Serum verzichtet wurde.  

In den durchgeführten Untersuchungen zeigte sich bei den MDCK-Zellen bei Verwendung 

von FCS-freiem Minimum Essential Medium ein starker Unterschied im Vergleich zur Ver-

wendung von FCS-haltigem Medium. Unter FCS-freien Bedingungen konnte hier bereits 

unter dem Mikroskop ein starker Zelluntergang beobachtet werden. Dies wird auch durch 

den zeitlichen Verlauf des MTT- sowie Apoptose-Tests belegt. Es ergab sich also nicht nur 

eine Abnahme der Proliferationsrate, sondern sogar ein Zelluntergang. Auch der MTT- so-

wie Apoptose-Test der TK173-Zellen lassen hier einen ähnlichen Effekt, wenn auch etwas 

schwächer ausgeprägt, erahnen. 

Die MDCK- und TK173-Zelllinien scheinen also unter FCS-freien Bedingungen sehr labil 

zu sein, was bei der Betrachtung der Ergebnisse bedacht werden sollte. Bei zukünftigen Ar-

beiten mit diesen Zelllinien, vor allem mit der MDCK-Zelllinie, sollte zunächst an besseren 

Wachstumsbedingungen auch ohne den Zusatz von FCS gearbeitet werden. 

4.5.3 Auswertung der Western Blots 

Ursprünglich wurden Western Blots nur dazu genutzt, das Vorhandensein bestimmter Pro-

teine nachzuweisen, ohne eine Quantifizierung vorzunehmen (Taylor and Posch 2014). 

Auch heute handelt es sich noch um eine semiquantitative Methode, sodass eine statistische 

Auswertung kritisch gesehen werden sollte und die Werte lediglich als Tendenz anzunehmen 
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sind. In der vorliegenden Arbeit kam außerdem erschwerend hinzu, dass in einer Reihe der 

Western Blots fünf unterschiedliche Proben untersucht wurden. Besonders dort kam es zu 

Schwierigkeiten, die einzelnen Lanes mit der gleichen Proteinmenge zu beladen. Es kam im-

mer wieder zu stärkeren Schwankungen bei der Beladung einzelner Proben, was die statis-

tische Auswertung der Western Blots zusätzlich negativ beeinflusst hat. 

Zur Auswertung der Western Blots wurde β-Aktin als Ladungskontrolle verwendet. Hierzu 

wurde angenommen, dass die Behandlung der Zellen keinen Einfluss auf die Expression des 

β-Aktins hat, sodass die Konzentration in Kontrolle und Behandlungen gleich ist. Diese Me-

thode, das heißt die Nutzung von β-Aktin als so genannte internal loading control, wird aber 

teilweise kritisch angesehen. So zeigt eine Arbeit aus dem Jahr 2006, dass β-Aktin nicht im-

mer bedenkenlos genutzt werden sollte. Besonders bei größeren Proteinmengen konnte bei 

unterschiedlichen Proteinkonzentrationen von MDA-MB-231 Zellen keine Veränderung der 

Bandenintensität des β-Aktins erkannt werden (Dittmer and Dittmer 2006). 

Außerdem sollte man darüber nachdenken, die Anzahl der Replikate zu erhöhen. Da es im-

mer wieder Ausreißer gab, sind diese bei einer relativ geringen Anzahl an Replikaten (n=3-

4) schwer zu kompensieren und nehmen so einen großen Einfluss auf die Ergebnisse.   

4.5.4 Ungenauigkeit der ddCT-Methode 

In der vorliegenden Arbeit wurde die ddCT-Methode zur relativen Quantifizierung der Gen-

expressionen genutzt. Hierzu ist normalerweise das Vorliegen einer optimalen Effizienz not-

wendig, was bedeutet, dass die Zielsequenzen während jedem PCR-Zyklus verdoppelt wer-

den. Liegt diese optimale Effizienz nicht vor, ist es möglich, bei der relativen Quantifizierung 

eine Effizienzkorrektur vorzunehmen. Kleine Abweichungen in der PCR-Effizienz können 

zu großen Abweichungen im Ergebnis führen (Holzapfel und Wickert 2007). In dieser Arbeit 

wurde die Effizienz nicht überprüft, sodass keine optimale Effizienz garantiert werden kann, 

welche aber zur Auswertung angenommen wurde, da auch keine eventuell notwendige Effi-

zienzkorrektur vorgenommen wurde.  

Eine weitere Schwäche der durchgeführten qPCR könnte die Auswahl des Referenzgens 

GAPDH darstellen. Ein derartiges Gen sollte mitgeführt werden, um Schwankungen in der 

Menge der zuvor eingesetzten RNA auszugleichen (Livak and Schmittgen 2001). Die Nutz-

barkeit von GAPDH als Referenzgen wird jedoch von Holzapfel und Wickert aufgrund von 

Pseudogenen und einer möglichen Regulierung als „eingeschränkt“ bezeichnet (Holzapfel 

und Wickert 2007). 
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5 Zusammenfassung 

Die Pathogenese der Chronischen Nierenerkrankungen und der daraus folgenden renalen 

Fibrose ist komplex und ist noch immer nicht komplett verstanden. Die heutigen Therapie-

möglichkeiten sind stark limitiert und die ansteigende Prävalenz der Chronischen Nierener-

krankungen macht eine effiziente Therapie immer notwendiger. Um derartige Therapiemaß-

nahmen zu entwickeln, ist es wichtig, die Prozesse hinter dem fibrotischen Umbau der Niere 

zu verstehen. In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass ERp57 eine Rolle in der 

Nierenfibrose spielt und es im Rahmen von dieser zur Sekretion von ERp57 kommt. Ziel 

dieser Arbeit war es, einen möglichen Einfluss von sERp57 auf verschiedene Zellen der 

Niere und einen möglichen profibrotischen Effekt zu untersuchen. Es hat sich gezeigt, dass 

ERp57 einen Einfluss auf die Zellviabilität besitzt. Durch Behandlung von renalen Zellen in 

vitro mit ERp57, konnte eine Viabilitättsabnahme im MTT-Assay beobachtet werden. Ein-

deutige Effekte auf das Apoptose-Verhalten konnten dagegen nicht gezeigt werden. Es 

zeigte sich aber, dass die TK173- und die MDCK-Zellen Schwierigkeiten mit den FCS-freien 

Bedingungen haben, was bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden muss.  

Die Expression von möglichen Fibrosemarkern wurde im Western Blot untersucht. Hier 

zeigte sich, dass ERp57 die Expression verschiedener Vimentin-Formen beeinflusst. Die un-

terschiedliche Bedeutung dieser einzelnen Formen sollte weiter untersucht werden, um hier 

die Bedeutung von sERp57 besser einschätzen zu können.  

In der E-Cadherin-Immunfluoreszenzfärbung war ein Verlust der interzellulären Kontakte 

bei gleichzeitig noch vorhandener E-Cadherin Expression erkennbar. Außerdem war zu er-

kennen, dass die behandelten Zellen eine rundlichere Form annehmen. Die E-Cadherin Ex-

pression der MDCK-Zellen zeigte sowohl im Western Blot als auch in der qPCR einen An-

stieg. Im Western Blot konnten zwei Banden im Bereich zwischen 100 und 150 kDa detek-

tiert werden. Betrachtet man diese beiden Banden getrennt voneinander, nimmt die Expres-

sion der oberen Bande eher ab, wohingegen die untere Bande zuzunehmen scheint.  

Bei den übrigen untersuchten Markern in der qPCR bei den MDCK-Zellen war außerdem 

eine Zunahme, wenn auch statistisch nicht-signifikant, der Genexpressionen zu verzeichnen, 

was mit einem fibrotischen Phänotyp vereinbar ist.  

Bei den TK173-Zellen zeigte sich nach ERp57-Behandlung ein Anstieg der Fibrosemarker 

in der qPCR, was auch hier als Hinweis für einen profibrotischen Einfluss von sERp57 ge-

wertet werden kann. Allerdings ergaben sich auch hier statistisch keine Signifikanzen.  
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Eindeutige Beweise dafür, dass der Einfluss von sezerniertem ERp57 zu einem fibrotischen 

Phänotyp führt, konnten also zusammenfassend nicht gefunden werden. Jedoch konnten 

weitere Hinweise ausfindig gemacht werden. Die Arbeit zeigt, dass sERp57 einen Einfluss 

auf MDCK-Zellen und einen eher schwächeren Effekt auf TK173-Zellen ausübt, wohinge-

gen die Wirkung auf HK2-Zellen nicht eindeutig erscheint. Der Einfluss von einer Behand-

lung mit ERp57 ist in jedem Fall schwächer als die TGF-β1-Behandlung, sodass sERp57 

vermutlich eher eine kleinere Rolle im Rahmen der Fibrose spielt. Die aufgezeigten Ansätze 

zeigen, dass eine weitere Untersuchung dieser Fragestellung sinnvoll wäre, um den Patho-

mechanismus der Nierenfibrose und Einflussfaktoren weiter aufzuklären. Um Ergebnisse 

dieser Arbeit besser deuten zu können, wäre vor allem eine Untersuchung der Bedeutung 

der unterschiedlichen Vimentin-Formen sowie eine längere Behandlung der Zellen mit 

ERp57 hilfreich. Auch die mögliche Aktvierung von TGF-β1 durch sERp57 sollte erneut in 

optimierter Weise untersucht werden. 
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