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Vorwort

Die vorliegende, kumulative Dissertation wurde im Rahmen meiner Promotion in der Ar-
beitsgruppe von Prof. Dr. Andreas Schwarting (FB 04), unter Mitbetreuung von Prof. Dr. Bern-
hard Lieb (FB 10), im Schwerpunkt »Rheumatologie und Klinische Immunologie«< der I. Medi-
zinischen Klinik und Poliklinik der Universitdtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitét
Mainz angefertigt und am Fachberiech 10 — Biologie der Johannes Gutenberg-Universitét
Mainz zur Erlangung des Grades »Doktor der Naturwissenschaften« (Dr. rer. nat.) vorgelegt.

Der Fokus meiner Forschungstitigkeit lag auf der Untersuchung der Relevanz des B-Zellen-
Aktivierungsfaktors (BAFF) und dessen Rezeptor BAFF-R in zwei unterschiedlichen Nieren-
schiadigungsmodellen. Die Entwicklung ursédchlicher Therapieansitze, die direkt auf das Ent-
stehen und Voranschreiten einer Nierenschiddigung in Form einer Fibrose abzielen, ist von gro-
Bem Interesse, da die Nierenfibrose einen wesentlichen Faktor fiir den Funktionsverlust der
Nieren darstellt und folglich maB3geblich Mortalitdt wie Morbiditdt von Nierenerkrankungen
beeinflusst. Dabei spielt es keine Rolle, ob es sich um akute oder chronische Nierenschadigun-
gen handelt und ob die Erkrankung durch einen schddigenden, ischdmischen Reiz oder eine
zugrundeliegende autoinflammatorische Dysregulation hervorgerufen wurde.

Im Modell der Ischdmie/Reperfusion (I/R) wurde der Effekt des Cytokins BAFF und seine
Interaktion mit dem BAFF-R wihrend der akuten Phase einer Nierenschiddigung untersucht.
Dahingegen wurde dies im Modell der Nephrotoxischen Serum Nephritis (NTN) in der chroni-
schen Phase betrachtet. Bis zur Veroffentlichung meiner Forschungsarbeiten waren keine Stu-
dien bekannt, die das BAFF/BAFF-R-System in murinen Nieren unter Verwendung dieser bei-
den Modelle untersucht hatten. Anstatt bereits bekannte, bei Nierenschadigung hochregulierte
Gene zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine vollstindige Untersuchung aller
hoch- wie runterregulierter Gene mithilfe der Hochdurchsatz-RNA-Sequenzierungs-Technolo-
gie durchgefiihrt.

Beide Modelle wurden in autoimmunologisch nicht priadisponierten Mausstimmen unter-
sucht. Die funktionellen Rollen von BAFF und des BAFF-R wihrend der Entstehung und bei
Vorliegen einer renalen Fibrose konnten auf diese Weise ohne Beeinflussung eines autoimmu-
nologischen Hintergrunds abgebildet werden. Die durchgefiihrten Studien wurden vom Lan-
desuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz genehmigt (Aktenzeichen 23 177-07/G 18-1-024,
23 177-07/G 18-1-024 E1, 23 177-07/G 18-1-024 E2A) und sind im Einklang mit der EU-
Direktive 2010/63/EU sowie dem Deutschen Tierschutzgesetz.



Die Ergebnisse meiner Untersuchungen wurden bereits publiziert und sind die Grundlage
fiir das Promotionsvorhaben. Bei beiden Publikationen bin ich alleinige Erstautorin. Die Daten

werden von keiner anderen Person in einer anderen wissenschaftlichen Arbeit verwendet.

Tamara Mockel
B 21 september 2024
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Kidney androgen regulated protein, androgen-reguliertes Protein
der Niere

Kidney Disease: Improving Global Outcomes

Korpergewicht

Kidney Injury Molecule- 1, Nierenschidigungs-Molekiil 1
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Knockout

Lipocalin-2, Lipocalin 2

Lupus Nephritis

Lysozyme, Lysozym
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membrandse Nephropathie
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Matrix-Metalloproteinase 2
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4 Einleitung

4.1 Die Nieren

Die Nieren sind ein paarig angelegtes, endokrines Organ und fiir die Bildung des Endharns
(Sekundérharn) und die Ausscheidung von Stoffwechselprodukten zustéindig. Dabei regulieren
sie den Wasser- und Elektrolythaushalt sowie das Sdure-Basen-Gleichgewicht. Im Rahmen ih-
rer endokrinen Funktion regulieren sie den Blutdruck, sind an der Erythropoese und am Vita-
min-D-Stoffwechsel beteiligt.

Die duBere Hiille der Nieren, die sogenannte »Nierenkapsel¢, umgibt das Nierenparenchym.
Im schematischen Langsschnitt der Niere (siche Abb. 1 A)) ist zu erkennen, dass das Nieren-

parenchym in die Nierenrinde, die Cortex renalis und das Nierenmark, die Medulla renalis,

untergliedert ist.
A) B) Cortikales Juxtamedullares
Nephron Nephron
| |
Nierenrinde I I I I
(Cortex renalis) Nierenrinde
Bowman- Glomerulus
Nierenmark Kapsel _IE_)lzta'ler
(Medulla renalis) et Eroamalen

Tubulus

Nierenkelch
(Calix renalis)

Henle-Schleife
(dickes Segement
des aufsteigenden

Astes)

AuReres

Nierenbecken Nierenmark

(Pelvis renalis)

Henle-Schleife
(absteigender
Ast)

Henle-Schleife
Harnleiter (diinnes Segement
(Ureter) des aufsteigenden
Astes)

Inneres
Nierenmark

Nierenkapsel

Sammelrohr

Abb. 1. Schematische Darstellung von Niere und Nephron. A) Schematischer Léngsschnitt einer Niere.
B) Schematische Darstellung der Funktionseinheit einer Niere, den Nephronen. Created in BioRender. Méckel, T.
(2024) BioRender.com/f06c768. Adapted from “Kidney Anatomy”. Retrieved from https://app.biorender.com/bi-
orender-templates.
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Das Nierenmark weist eine pyramidenformige Struktur auf und wird somit auch als »Nie-
renpyramide< bezeichnet. Die Nierenpyramiden ragen in die Nierenkelche, deren Gesamtheit
das Nierenbecken bilden. Die Funktionseinheit einer Niere ist das Nephron und besteht aus dem
Nierenkorperchen und dem Nierenkandlchen, auch »Nierentubulus¢ genannt (siche Abb. 1 B),
S. 11). Das Nierenkorperchen besteht aus einem kapillaren GefaBBknduel, dem sogenannten
»Glomerulus« und der Bowman-Kapsel. Es folgt der Nierentubulus, der sich in den proximalen
und distalen Abschnitt untergliedern l4sst. Die Nierentubuli steigen aus der Nierenrinde abwirts
ins Nierenmark und bilden beim Aufwirtssteigen eine Haarnadelkurve aus, die als »Henle-
Schleife« bezeichnet wird. Je nach Lange der Henle-Schleife bzw. Lage der Glomeruli, wird
die Funktionseinheit als »juxtamedulldres« oder >cortikales« Nephron bezeichnet. Distale Tubuli
mehrerer Nephrone miinden in das Sammelrohr. Das Sammelrohr verlduft durch das Nieren-
mark und miindet in die Nierenkelche, wo der Sekundérharn in das Nierenbecken abgegeben
und tiber den Ureter abgeleitet wird.

In den Glomeruli erfolgt die Druckfiltration des Blutes. Der auf diese Weise gebildete Pri-
mirharn (Ultrafiltrat) wird von der Bowman-Kapsel aufgenommen und in den Nierentubulus
weitergeleitet. Dort finden unterschiedliche Prozesse zur Riickgewinnung und Ausscheidung
von Stoffen statt. Durch Resorption werden u. a. Elektrolyte und Wasser zuriickgewonnen und
durch aktive Sekretion Katabolite wie Harnstoff, Harnsdure und Kreatinin sowie Elektrolyte
ausgeschieden. In der Henle-Schleife und dem Sammelrohr wird der Primdrharn im Gegen-
stromprinzip auftkonzentriert. Die Harnbildung kann dabei durch die Hormone Aldosteron (pri-
maér Natriumriickresorption) und Adiuretin (Wasserriickresorption) gesteuert werden.

Wird diese Funktionsweise der Nieren und damit das physiologische Gleichgewicht gestort,
konnen die gesundheitlichen Folgen mitunter immens sein. Bereits durch die Abnahme der Per-
fusion und somit der Filtrationsleistung der Glomeruli werden die Nephrone ischdmisch ge-

schidigt. Die akute Nierenschiddigung wird im Nachfolgenden unter 4.2 weiter thematisiert.

4.2 Akute Nierenschadigung (AKIl)

Bei der akuten Nierenschidigung (AKI: acute kidney injury) ist die Funktionsweise der
Niere plotzlich empfindlich gestort. In der Praxis wird der Begriff nach wie vor synonym mit
dem akuten Nierenversagen (ARF: acute renal failure) verwendet und z. T. gleichgesetzt. Nach

aktuellem Kenntnisstand ist dies aber faktisch falsch und daher abzulehnen. Unter dem Begriff
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wischuria« wurde das akute Nierenversagen erstmals im Jahr 1802 von William Heberden in
der Literatur beschrieben [1, 2].

Der Fachbegriff »akutes Nierenversagen« wurde erst von Homer W. Smith im Jahr 1951
verwendet [2, 3]. Allerdings erfolgte in diesem Zuge keine klare klinische Definition fiir diesen
Fachbegriff, was dazu fiihrte, dass dieser Begriff in den nachfolgenden Jahren eine breite An-
wendung mit den unterschiedlichsten Interpretationen fand. Erst durch die Entwicklung der
RIFLE-Kriterien [4] ist die Bezeichnung des akuten Nierenversagens zu einem definierten
Fachbegriff geworden, welcher recht breit gefasst neben minimalen, renalen Funktionsstérun-
gen auch die Schadigungen umfasst.

Die Bezeichnung »akute Nierenschiadigung¢ ist somit umfassender und daher zu bevorzugen
[5]. Gemdl der Leitlinie von KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) fiir die
akute Nierenschiadigung aus dem Jahr 2012 markiert bereits ein Anstieg des Serumkreatinins
(SCr) auf > 0,3 mg/dl (= 26,5 umol/l) eine akute Nierenschidigung. Gleiches gilt fiir einen
Anstieg um mehr als das 1,5-fache des Ausgangswertes von vor sieben Tagen oder der Abfall
der Urinproduktion auf < 0,5 ml/kg Korpergewicht (KG)/h fiir sechs bis zwolf Stunden [2]. Die
renale Schadigung wird dabei ihrem Schweregrad entsprechend eingeteilt (siche Tab. 1, S. 14).
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Tab. 1. Einteilung der akuten Nierenschidigung nach Schweregrad.

Schweregrad SerumKkreatinin Urinproduktion
1 1,5- bis 1,9-fache zum Ausgangswert < 0,5 ml/kg/h fiir 6-12 h
Oder

Anstieg > 0,3 mg/dl (> 26,5 umol/l)

2 2,0- bis 2,9-fache zum Ausgangswert <0,5 ml/kg/h fir> 12 h
3 3,0-fache zum Ausgangswert < 0,3 ml/kg/h fiir>24 h
Oder Oder

Anstieg > 4,0 mg/dl (>353,6 umol/l)

Oder

Einleitung einer Nierenersatztherapie Anurie fiir> 12 h
Oder

Abnahme eGFR auf < 35 ml/min. per 1,73 m?
(bezogen auf Patienten < 18 Jahre)

Adaptiert nach der KDIGO-Leitlinie fiir die akute Nierenschddigung aus dem Jahr 2012 [2]. eGFR: estimated
glomerular filtration rate, geschitzte glomerulére Filtrationsrate.

Der Leitlinie entsprechend wére das akute Nierenversagen dem Schweregrad 3 zuzuordnen.
Primdre Ursachen einer renalen Schiadigung konnen u. a. allergische Reaktionen, bakterielle
Infektionen, eine Sepsis oder ein durch Ischdmie/Reperfusion (I/R) bedingter Schaden, wie er
im Zuge einer Transplantation auftritt, sein [6]. Dieser Schadigungsmechanismus wird in der
vorliegenden Arbeit im gleichbenannten I/R-Modell untersucht, welches unter 4.6.1 néher be-
schrieben wird.

Die akute Nierenschadigung ist somit eine Form der akuten Nierenerkrankung (AKD: acute
kidney disease) und kann mit weiteren akuten oder chronischen Nierenerkrankungen einherge-
hen [2]. Die gestorte glomerulére Filtrationsrate (GFR) kann sich grundsétzlich wieder norma-
lisieren und die Schidigung regenerieren. Allerdings kann auch ein dauerhaft geringer oder
sogar ein kompletter Funktionsverlust der Niere eintreten. Im Fall einer nicht vollstindigen
Regeneration kann sich aus der akuten Nierenschédigung eine chronische Nierenerkrankung
(CKD: chronic kidney disease) entwickeln, die im Folgenden unter 4.3 weiter beschrieben wird.

Chronische Nierenerkrankungen kdnnen weiter fortschreiten, bis hin zum terminalen Nie-

renversagen (ESRD: end stage renal disease). In diesem Stadium benétigen die betroffenen
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Patienten eine lebenslange Dialyse oder Nierentransplantation. Dies fiihrt auf, wie wichtig das
rechtzeitige Erkennen einer renalen Funktionsstérung ist. Trotz der vorhandenen Definition
nach den RIFLE-Kriterien und den Handlungsempfehlungen aus der KDIGO-Leitlinie von
2012 ist das rechtzeitige Erkennen einer AKI in der Praxis u. a. aufgrund der Nachweismethode
weiterhin limitiert: »4An additional problem relates to the limitations of SCr and urine output
for detecting AKI. In the future, biomarkers of renal cell injury may identify additional patients
with AKI and may identify the majority of patients at an earlier stage.« [KDIGO Group 2012,
2].

Nach wie vor besteht ein dringender Bedarf fiir die Identifizierung und Etablierung geeig-
neter Biomarker. Diese miissten eine frithe Erkennung, besser gar eine pradiktive Nutzung er-
moglichen. Bei renalen Funktionsstdrungen ist ein frithzeitiges Handeln unabdingbar, um Fol-
geschidden zu vermeiden. Daher sind Biomarker von besonderem Interesse, die bereits das Ri-
siko zur Entwicklung einer AKI — oder bei einer bereits bestehenden AKI deren Verlauf — pro-

gnostizieren konnten.

4.3 Chronische Nierenerkrankung (CKD)

Chronische Nierenerkrankungen (CKD: chronic kidney disease) werden primér durch Kom-
plikationen einer bestehenden Diabetes-Erkrankung hervorgerufen, durch Bluthochdruck,
Ubergewicht oder bereits bestehende Autoimmunitits-Erkrankungen [6]. Sie konnen sich aber
auch aus anhaltenden, mitunter irreversiblen akuten Nierenschiddigungen entwickeln. In Indus-
trieldndern sind mehr als 10 % der globalen Bevolkerung von einer CKD betroffen [7]. Zielge-
richtete Therapien sind nach wie vor nicht verfiigbar [8-10]. Somit stellt die CKD weltweit eine
zunehmende Ursache fiir Morbiditét und Mortalitdt dar.

Entsprechend den aktuellen KDIGO-Leitlinien fiir die »Evaluation und das Management der
chronischen Nierenerkrankung« [11] definiert sich eine CKD durch eine Abweichung in der
physiologischen Nierenfunktion und -struktur, die iiber mind. drei Monate besteht [11] und eine
geschitzte glomerulére Filtrationsrate (eGFR: estimated glomerular filtration rate) von weni-
ger als 60 ml/min/1.73 m? bei zwei Vorkommnissen aufweist, die 90 Tage voneinander entfernt
liegen [12]. Abhdngig vom Level der GFR (glomeruldre Filtrationsrate), wird der Schweregrad
der CKD in flinf Stadien klassifiziert [11]. Im Fall eines terminalen Nierenversagens (ESRD:
end stage renal disease) benétigt der Patient eine Nierenersatztherapie in Form einer lebens-

langen Dialyse oder renalen Transplantation.
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Die Glomerulonephritis (GN) zéhlt zu den chronischen Nierenerkrankungen und umfasst
immunvermittelte Nierenerkrankungen, die durch Schidigungen des glomeruldren Komparti-
ments der renalen Nephrone charakterisiert sind [13]. Nach Anders ef al. [14] kann eine GN in
die folgenden fiinf Kategorien eingeteilt werden: infektionsbedingte, autoimmune, alloimmune,
autoinflammatorische und monoklonale gammopathiebedingte GN. Dabei ist die autoimmune
GN durch die Antwort des adaptiven Immunsystems auf verschiedene, kdrpereigene Antigene
charakterisiert, welche in den Nieren selbst oder systemisch exprimiert werden. Aktuell umfasst
sie neun Subtypen [14].

Die Lupus Nephritis (LN) ist eine dieser Subtypen der autoimmunen GN und zeichnet sich
durch den Verlust der Toleranz gegeniiber Chromatin-Komponenten und anderen korpereige-
nen Antigenen aus [15]. Die Therapieoptionen sind beschrinkt. Nach wie vor fokussieren sie
sich auf den Einsatz von Glucocorticoiden zur Kontrolle der Krankheitsaktivitét. Dabei sind sie
nicht spezifisch und weisen Nebenwirkungen auf. Ein Uberblick der aktuell in Klinischen Stu-
dien zu evaluierenden Priifpriiparate wird in der Ubersichtsarbeit von Anders et al. [14] gege-
ben. Das in dieser Arbeit verwendete Modell einer chronischen Nierenerkrankung ist dem Sub-
typ »Anti-GBM-Erkrankung« (GBM: glomerulidre Basalmembran) einer autoimmunen GN zu-

zuordnen und wird tiefergehend unter 4.6.2 beschrieben.

4.4 Tubulus-Epithelzellen (TEZ)

Wie eingangs unter 4.1 beschrieben und abgebildet, ist die Funktionseinheit der Niere das
Nephron, welches aus dem Nierenkdrperchen und dem Nierentubulus besteht. Der Nierentubu-
lus wird aus den sogenannten >renalen Tubulus-Epithelzellen¢ (TEZ) gebildet. Im Kontext der
Nierenerkrankungen und der Entstehung einer renalen Fibrose, wurde der Fokus lange Zeit auf
(Myo)Fibroblasten gerichtet. Diese Zelltypen produzieren u. a. Kollagen, was zu einer Zu-
nahme der extrazelluliren Matrix fiihrt. Diese zunehmende Fibrosierung geht mit Funktions-
storungen sowie -einschrankungen des betroffenen Gewebes einher.

Inzwischen haben aber verschiedene Studien gezeigt, dass die Tubulus-Epithelzellen (TEZ)
dabei ebenfalls eine wichtige Rolle spielen [16]. Dariiber hinaus wird davon ausgegangen, dass
TEZ die Entwicklung von einer akuten zu einer chronischen Nierenerkrankung steuern [17].

Im Fall einer milden und voriibergehenden Schidigung steuern TEZ die Regeneration und so-
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mit die Wiederherstellung der Nierenfunktion [18, 19]. TEZ selbst konnen aber auch einer feh-
lerhaften Reparatur unterlaufen und somit die renale Fibrose verschlechtern, wenn die Schidi-
gung schwer und fortwéahrend ist [19-21].

Ein Uberblick iiber die intrazelluldren Signalwege, die in TEZ nach einer Schidigung ablau-
fen und die Schidigung fordern sind in der Ubersichtsarbeit von Qi und Yang [22] zusammen-
gefasst. Es gibt Hinweise darauf, dass die Schwere und Frequenz der TEZ-Schiadigung definie-
ren, ob der Reparaturmechanismus zur Wiederherstellung der Nierenfunktion oder Entwick-
lung einer Nierenfibrose fiihrt [23]. Die Entwicklung einer renalen Fibrose in der CKD ist den-
noch nicht vollstindig aufgeklart. Jedoch konnte bereits gezeigt werden, dass renale TEZ den
B-Zellen-Aktivierungsfaktor (BAFF) — ein inflammatorisch wie regulatorisch agierendes Cy-
tokin — produzieren [24]. Daher ist auch dessen Beteiligung im Rahmen renaler Schidigungen

denkbar.

4.5 B-Zellen-Aktivierungsfaktor (BAFF)

Der B-Zellen-Aktivierungsfaktor BAFF (B cell activating factor belonging to the TNF fa-
mily, TNFSF13B) ist ein Cytokin aus der TNF-Familie (TNF: Tumornekrosefaktor), welches
erstmals 1999 von Schneider et al. [25] beschrieben wurde. Dieses Cytokin spielt eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung, Differenzierung und dem Uberleben von B-Zellen [25, 26]. BAFF
ist daher eng mit Autoimmunitit verbunden und agiert inflammatorisch wie regulatorisch [27].
Entgegen der langjdhrigen Annahme, dass nur myeloide Zellen BAFF exprimieren, sind heute
zahlreiche Zellen als Expressionsort von BAFF bekannt. Einen Uberblick gibt die Ubersichts-
arbeit von Vincent et al. [28].

BAFF ist ein Typ-II membrangebundenes Protein [29], das durch Furin gespalten und in
seiner biologisch aktiven Form als Homotrimer freigesetzt wird [30]. Signale vermittelt BAFF
iiber drei verschiedene Rezeptoren: den BAFF-Rezeptor (BAFF-R, TNFRSF13C), welcher
Uberlebenssignale vermittelt [31-33], BCMA (B cell maturation antigen, TNFRSF17), beteiligt
an der Differenzierung und dem Uberleben von Plasmablasten und langlebigen Plasmazellen
im Knochenmark [34, 35] und TACI (transmembrane activator and CAML interactor,
TNFRSF13B), welcher an der negativen Regulation, dem Antikorperklassenwechsel und der
T-Zellen-unabhédngigen Antikorperantwort beteiligt ist [36-39]. Eine Hochregulierung des Cy-
tokins BAFF wird im Zusammenhang mit akutem Nierenversagen, renalen Transplantationen

und Abstofungsreaktionen berichtet [40-45].
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Der NF-kB-Signalweg ist fiir die Regulation der Immunantwort von groBer Bedeutung, wird
durch einen Anstieg an inflammatorischen Cytokinen aktiviert und ist mit chronischen Erkran-
kungen wie der CKD assoziiert [46]. Generell ist eine Hochregulation des Transkriptionsfaktors
NF-kB bereits flir viele verschiedene Nierenerkrankungen wie z. B. der IgA-Nephropathie,
rasch progredienten GN, LN, Minimal-Change-Glomerulonephritis und membrandsen Nephro-
pathie beschrieben [47]. Im Fall der Typ-2-Diabetes Nephropathie wird der NF-xB Signalweg
in renalen TEZ aktiviert und korreliert signifikant mit interstitieller Inflammation und Proteinu-
rie [48].

Der B-Zellen-Aktivierungsfaktor BAFF aktiviert den kanonischen wie nicht-kanonischen
NF-kB Signalweg durch BAFF-R Bindung [49-51] und ist durch seine Wirkung auf B-Zellen
bereits ein therapeutisches Schliisselziel fiir verschiedenste Autoimmunerkrankungen [52, 53].
In SLE-Patienten werden durch die Blockierung von BAFF eine Reduktion der Glucocorticoid-
Dosis erreicht und Organschidden verhindert [54]. Dartiber hinaus korrelieren BAFF und IgG-
Immunkomplexe mit der Krankheitsaktivitit in SLE-Patienten [55].

BAFF spielt ebenfalls in der LN eine Rolle, indem es renale tertidre lymphoide Strukturen
(TLSs) induziert und die Positionierung von T-Zellen in den Glomeruli reguliert [56]. Dabei ist
die renale Pathologie mit einer erhohten BAFF-Produktion von Zellen innerhalb der Nieren,
der renalen Infiltration von Immunzellen und der Entwicklung von TLS und glomeruldren
IgG/C3-Immunkomplexen assoziiert. Patienten mit proliferativer LN konnen in drei verschie-
dene Gruppen klassifiziert werden, eine davon ist die BAFF-dominante Gruppe [57]. BAFF
und dessen Rezeptoren zeigen verschiedene Expressionsmuster in den unterschiedlichen LN-
Klassen [58]. Fiir die IgA-Nephropathie ist bereits bekannt, dass BAFF die Expression von
Fibroblasten-Faktoren in der Niere durch Aktivierung des TRAF6/NF-kB-Signalweges ver-
stirkt [59]. BAFF aktiviert B-Zellen durch den NF-kB Signalweg, um einen Uberschuss an
IgA1 zu sekretieren, was zu IgA-Nephropathie-dhnlichen Verdnderungen in Maus-Nieren fiihrt
[60].

B-Zellen-Aktivierung und erh6hte BAFF-Level sind nachweisbar in Patienten mit I[gA-Nephro-
pathie [61, 62]. Es wurde bereits gezeigt, dass GN-Patienten hohere BAFF-Level aufweisen
und die Expression der Rezeptoren in den tubulointerstitiellen Arealen erhoht ist [63]. Vor die-

sem Hintergrund ist es denkbar, dass BAFF direkt an der Pathogenese der GN beteiligt ist [64].

18



4.6 Nierenschadigungsmodelle

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Nierenschadigungsmodelle untersucht
und miteinander verglichen, um Einblick in beide Phasen einer Nierenschiddigung zu erhalten.
Mit dem Modell der Ischdmie/Reperfusion (I/R) wurde die akute Phase einer Nierenschadigung
und mithilfe des Modells der Nephrotoxischen Serum Nephritis (NTN) die chronische Phase

einer Nierenerkrankung untersucht.

4.6.1 Ischamie/Reperfusion (I/R)

In Anlehnung an die unter 4.2 beschriebene akute Nierenschddigung, stellt die Ischdmie/Re-
perfusion (I/R) ein etabliertes Modell zur Untersuchung der akuten Phase einer Nierenschidi-
gung durch einen ischdmischen Reiz dar [65]. Mit diesem Modell konnen reproduzierbare funk-
tionelle wie strukturelle Schidigungen der Niere untersucht werden. Die I/R selbst ist in zwei
Phasen zu unterteilen. In der ersten Phase, die ersten drei Tage nach dem ischdmischen Ereignis,
sind Inflammations-, Schaden- und Apoptose-Marker maximal induziert. Ab dem dritten Tag
der Reperfusion beginnt die zweite Phase der I/R, gekennzeichnet durch eine Abnahme der
vorausgenannten Marker und die maximale Induktion von Fibrose-Markern [66].

In der vorliegenden Arbeit wurde das Modell unilateral angewandt, dabei jeweils die linke
Niere fiir 45 min. von der Blutzufuhr abgeklemmt (Ischdmie) und im Anschluss die Durchblu-
tung (Reperfusion) fiir die nachfolgende Beobachtungszeit von drei Tagen wieder ermdoglicht.
Eine detaillierte Beschreibung der Durchfiihrung ist der Originalarbeit [67] zu entnehmen.

Die I/R fiihrt zu einer Stérung der Nierenfunktion und folglich zum akuten Nierenversagen
[68, 69]. Das renale Gewebe wird dabei zunédchst durch den oxidativen Stress und die Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS: reactive oxygen species) geschadigt. Dariiber hinaus ist
die Scavenging-Kapazitit fiir ROS reduziert, was den Schaden verstérkt [70]. Im Folgenden
fiihrt zusdtzlich die Reperfusion zu einer weiteren Schidigung der Niere [71-73]. Durch die
Aktivierung von Todes-Rezeptor-abhidngigen sowie mitochondrialen und nekrotischen Signal-
wegen [74, 75] sind die Tubulus-Epithelzellen (TEZ) in den proximalen Abschnitten der Nie-
rentubuli vom I/R-Schaden betroffen [76]. Der I/R-Schaden stellt somit einen der Hauptgriinde

fiir akutes Nierenversagen in nativen [68, 77] wie transplantierten Nieren dar [78].
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Unabhéngig vom auslosenden Reiz spielen Immunzellen beim akuten Nierenversagen eine
tragende Rolle. In Hinblick auf B-Zellen wird deren Funktion kontrovers diskutiert. Eine pa-
thogene Funktion postuliert dabei die Studie von Burne-Taney et al. [79]. B-Zell-defiziente
Maiuse, welche keine peripheren reifen B-Zellen entwickeln kénnen, scheinen vor einem I/R-
Schaden geschiitzt zu sein [79]. Der Transfer von Serum aus Wildtyp-Méusen stellt den Phé-
notyp des I/R-Schadens jedoch wieder her. Renner et al. [80] konnten zeigen, dass B-Zellen
durch IgM-Antikorper nach einer I/R pathogen wirkten. Demgegeniiber produzieren B-Zellen
jedoch auch das anti-inflammatorische Interleukin (IL)-10, welches sich positiv auf den I/R-
Schaden auswirkt [80]. Die Niere infiltrierende B-Zellen verdandern die tubulidre Atrophie (Um-
wandlung von TEZ in Fibroblasten wihrend des Nierenversagens) sowie Proliferation nach
einem I/R-Schaden [81]. Das Cytokin BAFF selbst ist im Kontext des murinen I/R-Modells

zuvor noch nicht untersucht worden.

4.6.2 Nephrotoxische Serum Nephritis (NTN)

Um eine chronische Nierenerkrankung zu untersuchen, wurde das Modell der Nephroto-
xischen Serum Nephritis (NTN) angewandt. Zur Induktion wird ein Nephrotoxisches Serum
(NTS) injiziert, das zur Beeintrichtigung der glomerulédren Filtration und folglich zur Proteinu-
rie wie Inflammation fiihrt [82]. Neben der renalen Fibrose wihrend einer chronischen Nieren-
schidigung [82] kann zusitzlich eine Entziindung der Glomeruli (Glomerulonephritis, GN)
durch Ablagerung von Antikérperkomplexen untersucht werden [83].

Das dieser Arbeit zugrunde liegende Modell basiert auf der nicht-beschleunigten murinen
Nephrotoxischen Serum Nephrits, welche urspriinglich als akutes Modell der GN entwickelt
wurde [84-87]. Ougaard et al. [82] evaluierten dieses Modell als CKD-Modell. Die Nephroto-
xische Serum Nephritis (NTN) wurde durch einmalige intravendse Injektion eines Nephroto-
xischen Serums (NTS) induziert und nach einer Beobachtungszeit von 21 Tagen analysiert. Die
Durchfiihrung ist der Originalarbeit zu entnehmen [88]. Das NTS besteht aus Immunglobulinen
der Klasse G (IgGs), die sich nach Injektion zunichst in der glomeruldren Basalmembran abla-
gern. Proteinurie ist bereits 24 Stunden danach detektierbar. Autologe IgGs in den Glomeruli
konnen acht bis zehn Tage nach Induktion beobachtet werden. Histopathologisch sind die durch
Fibrose bedingten glomeruldren Lasionen, als >glomerular crescents¢ bezeichnet, nach drei

Wochen zu beobachten und fiihren schlussendlich zur Glomerulonephritis [89].
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Wie bereits unter 4.4 eingehend beschrieben, sind renale TEZ kritisch fiir die Entwicklung
einer renalen Fibrose [16, 17] und produzieren das Cytokin BAFF [24]. Daher ist es denkbar,
dass das BAFF/BAFF-R-System direkt an der Pathogenese einer chronischen Nierenerkran-
kung wie der Glomerulonephritis beteiligt ist. Weder das Cytokin BAFF noch der BAFF-R

wurden zuvor im murinen Modell der NTN untersucht.

4.7 Zielsetzung der Arbeit

Eine massive Storung der Nierenfunktion, wie es bei der akuten Nierenschddigung der Fall
ist, stellt eine groBe Gefahr hinsichtlich einer irreversiblen Schidigung der Nieren dar. Infolge-
dessen kann sich aus der akuten Schidigung eine chronische Nierenerkrankung entwickeln, in
deren Verlauf es zum terminalen Nierenversagen kommen kann. Ist dieses terminale Stadium
erreicht, besteht eine lebenslange Notwendigkeit zur Dialyse oder Nierentransplantation. Chro-
nische Nierenerkrankungen stellen somit eine zunehmende Ursache fiir die weltweite Morbidi-
tat wie Mortalitdt dar. Aktuell sind keine zielgerichtet ursédchlichen, nur symptomatische The-
rapieansétze verfligbar, die mit starken Nebenwirkungen verbunden und oftmals nephrotoxisch
sind.

Zur Entwicklung ursédchlicher Therapieansitze ist es unabdingbar, die zugrunde liegenden
Mechanismen bei der Entstehung einer Nierenschiadigung zu entschliisseln und in Hinblick auf
den irreversiblen Turnover zu einer chronischen und schlussendlich terminalen Nierenerkran-
kung zeitlich einordnen zu kénnen. Dariiber hinaus bedarf es der Identifizierung geeigneter
Biomarker, die eine friihe, gar pradiktive Erkennung einer Nierenschidigung ermoglichen, um
rechtzeitig eine geeignete Therapie einzuleiten und prognostisch eingesetzt Krankheitsverldufe
vorhersagen oder beurteilen zu kdnnen.

Durch seine immunologischen wie regulatorischen Funktionen und die renale Expression
durch Tubulus-Epithelzellen ist anzunehmen, dass der B-Zellen-Aktivierungsfaktor BAFF di-
rekt mit den Prozessen im Rahmen einer Nierenschiadigung verkniipft ist.

Dabher soll der Effekt des Cytokins BAFF und seine Interaktion mit dem BAFF-R zum einen
wihrend einer akuten Nierenschadigung, ausgeldst durch eine Ischdmie/Reperfusion (I/R), und
zum anderen in der chronischen Phase einer Nierenschidigung (hier: Anti-GBM-Erkrankung),
induziert durch die Injektion eines Nephrotoxischen Serums (NTS), untersucht werden. Beide

Modelle werden an autoimmunologisch nicht vorbelasteten Mausstimmen durchgefiihrt, um
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eine unbeeinflusste Untersuchung des Schidigungsreizes in Bezug auf das Cytokin BAFF und
den BAFF-R zu ermdglichen.

Die Untersuchungen werden an BAFF-ko- (B6.129S2-Tnfsf13b™*5¢/J) und BAFF-R-ko-
(B6(Cg)-Tnfrsf13c™Mass/]) Mausen durchgefiihrt und die erzielten Ergebnisse mit denen von
Wildtyp-Mausen (I/R: Wildtyp (wt)-Geschwistertiere, NTN: Wildtyp-Mausstamm C57BL/6J)
verglichen. Bis zur Publikation der Ergebnisse in den beiden, dieser Arbeit zugrunde liegenden
Veroffentlichungen, waren keine Studien bekannt, die das BAFF/BAFF-R-System in murinen
Nieren zuvor im I/R- oder NTN-Modell untersucht haben. Anstatt bereits bekannte, hochregu-
lierte Gene zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser Arbeit jeweils eine vollstdndige Untersu-
chung aller hoch- sowie runterregulierter Gene mithilfe der Hochdurchsatz-RNA-Sequenzie-
rungs-Technologie durchgefiihrt.

Ziel ist es, potenzielle Biomarker flir die Entstehung einer Nierenschddigung zu detektieren,
deren Expression in den Kontext des BAFF- bzw. BAFF-R-Knockouts zu setzen und Einblick
in die dabei aktivierten Signalwege zu erhalten. Dariiber hinaus soll der Effekt von BAFF und
des BAFF-R im Rahmen einer akuten wie chronischen Nierenschddigung herausgearbeitet und
einander gegeniibergestellt werden, um die Beteiligung des BAFF/BAFF-R-Systems zu beur-

teilen.
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5 Publikationen

Die vorliegende kumulative Dissertation besteht aus zwei in thematischem Zusammenhang
stehenden Publikationen. Im Rahmen der ersten Publikation Transcriptome analysis of renal
ischemia/reperfusion (I/R) injury in BAFF and BAFF-R deficient mice wurden die Untersu-
chungsergebnisse der in BAFF- und BAFF-R-defizienten Méusen durchgefiihrten Ischa-
mie/Reperfusion (I/R) dargestellt [67]. Die zweite Publikation Transcriptome Analysis of
BAFF/BAFF-R System in Murine Nephrotoxic Serum Nephritis befasst sich mit den Auswir-
kungen der Injektion eines Nephrotoxischen Serums in BAFF- und BAFF-R-defizienten Méu-
sen [88].

5.1 Transcriptome analysis of renal ischemia/reperfusion
(I/R) injury in BAFF and BAFF-R deficient mice

Die Publikation Transcriptome analysis of renal ischemia/reperfusion (I/R) injury in BAFF
and BAFF-R deficient mice wurde am 26. September 2023 in PLOS ONE veroffentlicht. Die
Rolle des Cytokins BAFF und dessen Rezeptor BAFF-R wurden hierbei in der akuten Phase
einer Nierenschidigung, induziert durch die Ischidmie/Reperfusion (I/R), untersucht [67].
Transkriptomanalysen der ischdmischen und kontralateralen Kontroll-Nieren von BAFF-ko-
und BAFF-R-ko-Miusen wurden im Vergleich zu den Nieren der Wildtyp-Geschwistertiere
durchgefiihrt. Durch die Untersuchung aller hoch- und runterregulierten Gene im verwendeten
Modell, konnten die Expressionsmuster der Knockouts im Vergleich zu den Wildtypen defi-
niert und daraus der Einfluss des Cytokins BAFF und des BAFF-R abgeleitet sowie potenzielle

Biomarker fiir die akute Nierenschddigung detektiert werden.
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Abstract

Acute kidney injury (AKI) accompanies with high morbidity and mortality. Incomplete renal
recovery can lead to chronic and finally end-stage kidney disease, which results in the
requirement of lifelong dialysis or kidney transplantation. Consequently, finding predictive
biomarker and therefore developing preventive therapeutic approaches is an urgent need.
For this purpose, a better understanding of the mechanism underlying AKl is necessary.
The cytokine BAFF (B cell activating factor) is related to AKI by supporting B cells, which in
turn play an important role in inflammatory processes and the production of antibodies. In
our study, we investigated the role of BAFF and its receptor BAFF-R in the early phase of
AKI. Therefore, we performed the well-established ischemia/reperfusion (I/R) model in
BAFF (B6.129S2- Tnfsf13b™M¢/J) and BAFF-R (B6(Cg)- Tnfrsf13c'™Mass)J) deficient
mice. Transcriptome of ischemic and contralateral control kidneys was analyzed and com-
pared to wildtype littermates. We detected the upregulation of Lcn2, Lyz2, Cd44, Fn1 and
I1rn in ischemic kidneys as well as the downregulation of KI. Furthermore, we revealed dif-
ferent expression patterns in BAFF and BAFF-R knockout mice. Compared to wildtype litter-
mates, up- and downregulation of each investigated gene were higher in BAFF-R knockout
and lower in BAFF knockout. Our findings indicate a positive impact of BAFF knockout in
early phase of AKI, while BAFF-R knockout seems to worsen I/R injury. In addition, our
study shows for the first time a remarkable renal upregulation of Lyz2 in a murine I/R model.
Therefore, we consider Lyz2 as conceivable predictive or early biomarker in case of I/R and
AKI.

Introduction

B cell activating factor (BAFF, TNFSF13B) is a cytokine of the tumor necrosis factor (TNF)
family, which was first described by Schneider et al. in 1999 [1]. It plays an important role for
activation, differentiation and survival of B cells [1, 2]. In addition, BAFF is closely linked with
autoimmunity and exerts both inflammatory and regulatory effects [reviewed in 3]. Contrary
to the long-standing assumption that only myeloid cells are expressing BAFF, a wide variety of
cells is now known to be a source of this cytokine [reviewed in 4]. BAFF is a type II
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membrane-bound protein [5], which is cleaved by furin and released in its biological active
form as a homotrimer [6]. Signaling is possible via three different receptors: BAFF receptor
(BAFF-R, TNFRSF13C), mediating survival signals [7-9], BCMA (B cell maturation antigen,
TNFRSF17), involved in differentiation and survival of long-lived bone marrow plasma cells
and plasmablasts [10, 11] and TACI (transmembrane activator and cyclophilin ligand interac-
tor, TNFRSF13B), required for negative regulation, class-switch recombination and T cell-
independent antibody response [12-15]. Interestingly, the binding of one BAFF trimer to
BAFF-R leads to no or only very low signal. Interaction with another BAFF trimer, bound to
BAFF-R, via flap region is required for signal transduction, which shows that binding to and
activation of BAFF-R are separate processes [16]. Upregulation of BAFF has been reported in
acute kidney failure, transplantation and graft rejection [17-22].

Acute kidney injury (AKI), used synonymously with acute renal failure (ARF), ranges from
minor to complete loss of kidney function and therefore accompanies with high morbidity
and mortality. In case of incomplete recovery, patients can develop chronic and finally end-
stage kidney disease, resulting in the requirement of a lifelong dialysis or kidney transplanta-
tion. Ischemia/reperfusion (I/R) is an appropriate model for AKI. The reasons for damage
evoked by I/R are oxidative stress and the production and reduced scavenging capacity of reac-
tive oxygen species (ROS) at the same time [23]. It is erroneous to assume that only ischemia is
responsible for the injury. Ischemia first initiates the injury, followed by cell death, but reperfu-
sion causes additional damage [24-26]. Thus, I/R contributes to renal dysfunction, which is
associated with acute renal failure [27, 28] and necrotic pathways [29]. Venkatachalam et al.
[30] showed that the proximal section of tubular epithelial cells (TECs) is vulnerable to I/R
injury. The early loss of TECs after I/R is caused by the activation of death receptor dependent
and mitochondrial pathways [31]. I/R injury is the major cause of acute renal failure in native
[27, 32] as well as transplanted kidneys [33]. In transplanted kidneys I/R injury leads to
impaired graft function [34] and thereby to a higher risk of graft rejection [35, 36]. Immune
cells play a leading role in AKI, which can also be caused by sepsis or toxins instead of ischemia
events. B cells seem to have an ambivalent role. Burne-Taney et al. [37] postulated a pathogenic
function of B cells in I/R injury. B cell-deficient mice, unable to develop peripheral mature B
cells, were protected from I/R injury [37]. The transfer of serum from wildtype mice restored
the I/R injury phenotype [37]. Furthermore, due to natural Ab IgM, which bind to mesan-
gium, B cells act pathogenic after I/R [38]. At the same time B cells produce anti-inflammatory
Interleukin (IL)-10, which has a protective effect [38]. Thus, the role of BAFF in I/R is not
completely understood.

It is shown, that renal tubular atrophy and thereby tubular proliferation is altered by kidney
infiltrating B cells after I/R [39]. The threshold for induction of fibrosis and progression of
atrophy amounts an ischemia time of 35 minutes [40]. I/R injury exhibits two phases. The first
phase is seen within the first three days, marked by immediate response to initial injurious
trigger, which can be seen in a peak of inflammation, injury and cell death markers. In the sec-
ond phase, which begins on day three of reperfusion, inflammation, injury and cell death
markers decrease, but fibrosis markers peak [40].

In case of graft rejection retransplantation is required [17] and for end-stage renal disease
patients transplantation is the best treatment option [41]. The main problem of transplanta-
tions is graft rejection, also under immunosuppression. Applied drugs are focused on T cells
and thereby preventing acute rejection. These drugs are inefficient preventing chronic rejec-
tions [42, 43]. Serum levels of donor specific antibodies (DSA) and C4d staining of kidney
biopsies are still the gold standards, even though both methods are not ideal [44]. Applied
immunotherapies to suppress the immune system and prevent rejection increase susceptibility
for infection and cancer, have severe side effects and are often nephrotoxic. Altogether leads to
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dysfunction of the allograft. Another difficulty is the fact, that antibody-mediated rejection
(AMR) often do not show the typical phenotypes and clinical manifestations, which leads in a
delay of diagnosis and treatment [17]. Actual the 10 years graft survival rate amounts 56%

[45], AMR causes 65% of late failures [46]. Key players with regard to rejection are B cells,
which are essential contributors to transplant tolerance, produce antibodies against donor
human leukocyte antigen (HLA) and non-HLA antigens, activate T cells, produce cytokines,
promote inflammation and are involved in the development of tertiary lymphoid organs
[reviewed in 47]. In turn, B cells are supported by BAFF, which plays a critical role in the pro-
cess of antibody-mediated immune-response. Consequently, BAFF is considered as biomarker
to predict graft rejection. Levels of BAFF are higher in kidneys with abnormal function and
correlate with anti-HLA I and II antibodies [48]. High BAFF protein level and the develop-
ment of de novo HLA antibodies [20] are associated with acute AMR [18]. BAFF was detected
in renal transplant biopsies with acute rejection [21]. In case of antibody-incompatible trans-
plantation elevated BAFF serum levels, before removal of antibodies and transplantation, are
associated with increased risk of AMR [18]. Although in antibody-compatible transplantation
high BAFF level represent a great risk for developing DSA and high BAFF-R mRNA levels pre-
dict graft dysfunction [20]. In renal allografts with chronic rejection high BAFF mRNA as well
as protein level and BAFF-R positive B and T cells were detected [19, 22]. Serum as well as
mRNA BAFF level are increased in chronic antibody-mediated rejection and stable patients
compared to healthy controls [17]. But there is no statistically significant difference between
stable and chronic antibody-mediated rejection patients, which leads to the assumption, that
BAFF is not a useful biomarker for predicting graft rejection [17]. TACI, one receptor of BAFF
and overexpressed in patients with chronic antibody-mediated rejection, is maybe a potential
biomarker for distinguishing chronic antibody-mediated rejection from stable patients [17].
In addition, Belimumab, a humanized anti-BAFF antibody is successfully used in the treat-
ment of the classic autoimmune disease Systemic Lupus Erythematosus (SLE) and associated
Lupus Nephritis [49-51]. However, no data are available on possible effects of Belimumab
therapy in ischemic renal disease, neither in patients nor experimental models.

To unravel the effects of BAFF and its interaction with BAFF-R in the development of acute
kidney injury, we used the well-established ischemia/reperfusion model in BAFF and BAFF-R
knockout mice. We are not aware of any study investigated the BAFF/BAFF-R system in a
murine kidney I/R model so far. Instead of studying genes already known to be upregulated in
the I/R model, we performed a comprehensive analysis of all up- and downregulated genes by
high throughput RNA sequencing technology. Fig 1 shows the transcriptome approach analyz-
ing the ischemic as well as contralateral kidneys. In particular the impact of the BAFF and
BAFF-R knockout will be evaluated with regard to altered extent of renal damage and potential
protective effects.

Materials and methods
Ethical statement

Housing, breeding, handling and experimental procedures were conducted in accordance
with EU Directive 2010/63/EU as well as the German Animal Welfare Act and were approved
by the local authority (Landesuntersuchungsamt Rhineland-Palatinate, reference number 23
177-07/ G 18-1-024).

Laboratory animals

B6.12982-Tnfsﬂ3bthSC/], common name BAFF KO (RRID: IMSR_JAX:010572) [52, 53] and
B6(Cg)-Tnfrsf13c""1M"“/], common name BAFF-R KO (RRID: IMSR_JAX:007212) [54], were
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Fig 1. Experimental study design. Unilateral ischemia/reperfusion (I/R) of the left kidney was performed in BAFF KO (B6.129S2-Tnfsf13b™"'**/J) and
BAFF-R KO (B6(Cg)- Tnfrsf1 3c™MIMass/ Ty mice, followed by transcriptome analysis of ischemic and contralateral control kidneys compared to appropriate
wildtype littermates. Created with BioRender.com.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619.g001

purchased form The Jackson Laboratory (Maine, USA). Mice were housed in individually ven-
tilated cages (IVCs) in a specific-pathogen-free (SPF) unit under standardized conditions (12/
12 hours light/dark cycle, room temperature 22 +2°C, humidity 50-70%). Autoclaved food
and water were supplied ad libitum. For experimental procedure, eight weeks old female BAFF
KO and BAFF-R KO mice as well as their wildtype littermates were housed in filtertop cages in
a conventional unit under standardized conditions (12/12 hours light/dark cycle, room tem-
perature 20 +2°C, humidity 50-70%).

Unilateral ischemia/reperfusion (I/R)

Borgal 24% (License number 6489082.00.00, Virbac, Carros, France), a mixture of the antibiot-
ics sulfadoxine and trimethoprime, was administered preventive via animals drinking water
(final 0.048%) as of three days before intervention until the end of experiment. For analgesia
Buprenorphine (Temgesic, PZN 345928, Indivior, Virginia, USA), 0.1 mg/kg body weight, was
injected i.p. 30 minutes before surgery. Isoflurane (PZN 09714675, Piramal Critical Care,
Pennsylvania, USA) was used for anesthesia, induction in chamber with 2.75% by volume and
during surgery via inhalation mask with 1.8% by volume. Mice were placed in abdominal
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position on a heating pad to maintain body temperature during intervention and limbs were
fixed, except one. Eyes were protected from drying out by application of eye ointment. After
reaching tolerance, stage III of surgical anesthesia according to Guedel [55], checked by unre-
sponsiveness to pinch at toe interdigit of not fixed limb, surgical site was shaved and disin-
fected with 70% ethanol. With a first cut via left flank incision as small as possible, skin and
then peritoneum were opened. Left kidney was exteriorized by using a curved glass capillary.
Afferent artery was disconnected by using micro aneurysm clip (Cat. No. 61-0186, Harvard
Apparatus, Massachusetts, USA) for 45 minutes. During ischemia time left kidney was relo-
cated into retroperitoneal space and surgical site kept moist with a 0.9% physiological sodium
chloride solution containing benzyl alcohol as bacteriostatic agent. For removement of atrau-
matic hemostat, left kidney was again exteriorized and then relocated into retroperitoneal
space. Peritoneum was closed with single-button suture, skin with wound clips (Cat. No.
427631, Clay Adams, Connecticut, USA). Analgesic was applied once again during last control
at surgery day, on the following days only if necessary. Reperfusion time amounted three days.
After this time, mice were sacrificed by cervical dislocation and ischemic as well as contralat-
eral kidney removed, partly shock frozen and stored at -80°C until RNA isolation.

RNA isolation

Shock frozen kidney tissue was homogenized in Lysis Solution RL (kit further on) by using
Tissue Lyser LT (Qiagen N.V., Venlo, Netherlands). Isolation of total RNA from homogenized
and lysed kidney tissue was performed with innuPREP RNA Mini Kit (Cat. No. 845-KS-
2040250, Analytik Jena GmbH, Jena, Germany) according to manufacturer's manual. RNA
concentration and purity was calculated with NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts, USA).

RNA sequencing

Steps described in this section were completely performed by StarSEQ GmbH (Mainz, Ger-
many). Measurement of RNA integrity number (RIN) was performed with Agilent RNA 6000
Nano Kit (Cat. No. 5067-1511) and Agilent 2100 Bioanalyzer (kit and device from Agilent,
California, USA). RNA concentration was defined by using Qubit RNA High Sensitivity (HS)
Assay Kit (Cat. No. Q32855) and Qubit 4 Fluorometer (kit and device from Thermo Fisher
Scientific Inc., Massachusetts, USA). Library preparation was done with NEBNext Ultra IT
Directional RNA Library Prep Kit for Illumina with unique dual index primer pairs (Cat. No.
E7760L, New England BioLabs Inc., Massachusetts, USA). Concentration and quality of
library preparation was measured with Qubit 4 Fluorometer by using Qubit dsDNA HS Assay
Kit (Cat. No. Q32854, Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) and QIAxcel Instru-
ment with QIAxcel ScreenGel 1.5.0 Cartridge (Qiagen N.V., Venlo, Netherlands). RNA
sequencing (paired-end, 150 bp read length, approximately 25 million reads per sample (usu-
ally more)) was performed with Illumina NextSeq 2000 (Illumina, California, USA). Data was
provided as FASTQ files.

Sampling and exclusion criteria

In the following bioinformatical analyses, six samples of each strain were investigated (BAFF
and BAFF-R). Per strain three ischemic or rather contralateral knockout kidneys were com-
pared to three ischemic or rather contralateral wildtype kidneys.

Samples clustered into two groups, ischemic and contralateral kidneys. If ischemia/reperfu-
sion was not sufficient, recognized by an expression pattern of the ischemic kidney similar to
the contralateral kidney, respective sample was excluded from further analyses.
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Bioinformatical and statistical analyses

Paired-end RNA Seq data were analyzed on a MacBook with kallisto 0.46.1 [56] using Ensem-
ble Transcriptome v96 mus musculus (https://github.com/pachterlab/kallisto-transcriptome-
indices/releases) as reference, manually deleting transcript sequences from hemoglobin chains.
Analysis is carried with R (version 4.1.2) using DeSeq2 [57] for differential gene expression
analysis and principal component analysis (PCA). DeSeq2 uses the read counts for each gene
in each sample, builds a generalized linear model of the negative binomial family and after sev-
eral mathematical steps including normalization, estimation of gene-wise dispersion, shrink-
age estimation of logarithmic fold changes, Fisher estimation, Wald test and Cook’s distance
for outlier detection and adjusting for multiple testing using the procedure of Benjamini and
Hochberg [58], the tool outputs a log2foldchange and an adjusted p-value for each gene,
reflecting the variability of the expression of this gene within a group and between the groups
(i.e. differentially expressed between the groups). All mathematical details are described in
[58]. Volcano Plots are made with Bioconductor package "Enhanced Volcano" [59]. Figures
are made with ggplot2 [60]. All scripts, gene expression data and supplement tables to repro-
duce the figures and analysis are available at https://github.com/sebboegel/moeckel2022.

Results

Three days after unilateral ischemia/reperfusion injury a total of 1905 genes were significantly
differentially regulated in ischemic kidneys compared to contralateral kidneys, thereby 1364
up- and 541 downregulated (defined as a log2foldchange > 1, < -1 resp, adjusted p-

value < 0.05, see source code, S1 File and Fig 2). We found more up- than downregulated
genes in ischemic kidneys and vice versa in contralateral kidneys regardless of the underlying
mouse strain (Fig 3). Of these genes, we find Havcrl (p < 1.49922764165841e-76), Lcn2

(p < 3.44791875648706e-10), Lyz2 (p < 9.94678438201453¢-33) and Cd44

(p < 4.32218440489859¢-34) amongst the top 40 differentially expressed genes for BAFF (Fig
4A) and BAFF-R (Fig 4B) strains. The four genes were upregulated in both strains and thereby
in knockout as well as wildtype mice (Fig 4).

Expression pattern of the left kidney of sample L6_wt was similar to contralateral kidneys
and therefore ischemia/reperfusion injury was not sufficient (S1 Fig). Consequently, sample
L6_wt was not included in further analyses. However, the remaining samples clustered into
two groups, ischemic and contralateral kidneys.

Havcrl was consistently upregulated in ischemic kidneys of knockout and wildtype mice in
both strains (Fig 5A). However, BAFF knockout kidneys showed higher Havcrl expression
compared to wildtype littermates, whereas in the BAFF-R strain the expression of Havcrl was
higher in wildtype than knockout kidneys. Comparing both strains, Havcrl expression was
higher in wildtypes of BAFF-R strain than of the BAFF strain. For all contralateral kidneys no
expression of Haverl was detected.

Expression level of Len2 was lower in BAFF knockout kidneys compared to wildtype litter-
mates (Fig 5A). BAFF-R knockout kidneys showed a slightly higher Len2 expression than wild-
type kidneys. Lcn2 expression level in ischemic wildtype kidneys of BAFF strain is higher
compared to BAFF-R strain wildtypes. No expression was detected in the contralateral kidneys
of both strains, regardless of genotype.

Lyz2 expression was lower in BAFF knockout kidneys compared to wildtype littermates
(Fig 5A). Kidneys of BAFF-R knockout mice showed higher Lyz2 expression level compared
to their wildtype littermates. In contralateral kidneys, knockout as well as wildtype of both
strains, there was no Lyz2 expression detectable.
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Fig 2. Volcano plot visualizing differentially regulated genes in ischemic versus contralateral kidneys without
distinction between BAFF (B6.12952-Tnfsf13b™"""*/J) and BAFF-R (B6(Cg)-Tnfrsf13c¢™™*/J) strain.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619.9002

The expression of Cd44 was upregulated in ischemic kidneys compared to contralateral
controls in both strains independent of the genotype (Fig 5B). Cd44 expression was lower in
BAFF knockout kidneys and higher in BAFF-R knockout kidneys compared to the respective
wildtypes. Ischemic wildtype kidneys of both strains showed similar Cd44 expression levels.

Another upregulated gene due to ischemia/reperfusion injury, Fnl, showed a lower expres-
sion level in BAFF knockout kidneys compared to wildtype kidneys, whereas Fn1 expression
was higher in BAFF-R knockout than wildtype kidneys (Fig 5C). No Fnl expression was
detected in contralateral kidneys of both strains. Ischemic wildtype kidneys of BAFF strain
showed higher expression levels for Fn1 than wildtype kidneys of the BAFF-R strain.

I11rn showed a slightly lower expression level in BAFF knockout kidneys compared to wild-
type kidneys (Fig 5B). The Il1rn expression was higher in BAFF-R knockout kidneys compared
to wildtype kidneys. Ischemic wildtype kidneys of the BAFF and BAFF-R strain showed a simi-
lar expression of Il1rn. For all contralateral kidneys no Il1rn expression was detected.

While Len2, Lyz2, Cd44, Fnl and Il11rn were upregulated in BAFF knockout kidneys after
ischemia/reperfusion, the expression level was consistently lower compared to wildtype litter-
mates. Ischemic BAFF-R knockout kidneys showed upregulated expression of Len2, Lyz2,
Cd44, Fnl and Il1rn as well. However, expression levels were always higher in knockout
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compared to wildtype kidneys. Regarding Havcrl expression pattern we found the exact oppo-
site: higher Havcrl expression in BAFF knockout than wildtype kidneys and lower expression
of Havcrl in BAFF-R knockout kidneys compared to wildtype littermates.

One of the downregulated genes due to ischemia/reperfusion injury was Kl (Fig 5C). The
expression of Kl was higher in ischemic BAFF knockout kidneys compared to those of
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Fig 4. Heatmap visualizing top 40 differentially expressed genes in ischemic versus contralateral kidneys. A) BAFF
(B6.129S2-Tnfsf13b"™'™*/]) strain. B) BAFE-R (B6(Cg)-Tnfrsf13¢""'"“/]) strain. R: right kidney (contralateral
control), L: left kidney (unilateral I/R), ko: knockout, wt: wildtype.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619.9004
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wildtype littermates, whereas BAFF-R knockout kidneys showed lower Kl expression than the
wildtype. Expression level of Kl in contralateral kidneys was nearly the same, except BAFF-R
wildtype kidneys showing slightly higher expression.

Expression of Kl was downregulated in BAFF as well as BAFF-R knockout kidneys after
ischemia/reperfusion. But expression level of knockout kidneys was higher compared to wild-
type littermates in case of the BAFF strain and lower in BAFF-R strain.

BAFF (Tnfsf13b) expression itself was upregulated in ischemic kidneys (Fig 6). Expression
level was higher in BAFF-R knockout kidneys in comparison with the wildtype. With regard to
the different receptors of BAFF, no BAFF-R (Tnfrsfl13c) expression has been observed at all for
the majority of mice and only very low transcript counts (2 TPM) in one mouse (Fig 6). Also, no
BCMA (Tnfrsf17) expression was detected, neither in kidneys of BAFF nor BAFF-R strain, again
with the exception of very low number of detected transcripts in one mouse (3 TPM) (Fig 6).
Only TACI (Tnfrsf13b) was expressed in ischemic kidneys (Fig 6). TACI expression was slightly
lower in BAFF knockout compared to wildtype ischemic kidneys. BAFF-R knockout ischemic
kidneys showed slightly higher expression level of TACI than wildtype ischemic kidneys.

Discussion

We performed renal unilateral ischemia/reperfusion in BAFF and BAFF-R knockout mice and
analyzed the transcriptome of ischemic as well as contralateral kidneys after a reperfusion time
of three days in order to get a comprehensive overview of regulated genes involved in the
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pathophysiology of acute kidney injury. As expected, I/R injury led to an upregulation of the
cytokine BAFF, supporting the hypothesis that BAFF is involved in the pathophysiology of
AKI. This is in line with several other findings in view of BAFF expression and AKI as well as
kidney transplantation [17-22]. Interestingly, BAFF expression seems to be higher in ischemic
kidneys of BAFF-R knockout mice compared to wildtype littermates. It is conceivable that
missing signaling via BAFF-R enhances BAFF expression. However, not only in BAFF-R
knockout kidneys, also in BAFF knockout and wildtype kidneys of both strains there was no
BAFF-R expression. This contradicts the assumption of a higher BAFF expression due to the
BAFF-R knockout. This finding is consequently only due to the strain differences. BCMA was
also not expressed in kidneys of both strains, but TACI. This BAFF receptor was expressed in
BAFF knockout as well as wildtype ischemic kidneys at nearly the same level. BAFE-R knock-
out ischemic kidneys showed slightly higher TACI expression compared to wildtype ischemic
kidneys. TACI, overexpressed in patients with chronic antibody-mediated rejection, is dis-
cussed as potential biomarker for distinguishing these patients from stable ones [17]. Our find-
ing shows a potential involvement of TACI during the acute phase after I/R injury and
therefore eventually a role of TACI in AKIL

The transcriptome analyses revealed four genes, Havcrl, Len2, Lyz2 and Cd44, upregulated
in both strains regardless of the genotype. All of them rank among the top 40 differentially
expressed genes.

Hepatitis A virus cellular receptor 1 (abb. and gene name: Havcr1), also known as Kidney
Injury Molecule-1 (KIM-1), is a proximal tubule apical transmembrane protein. Under physi-
ological conditions levels of Havcrl are low. Increased expression was detected in TEC of
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biopsies and urine from patients with acute tubular necrosis [61], 48 hours after unilateral I/R
in proximal TECs of rats [62] and correlated with inflammation, fibrosis and renal function
[63]. Different studies showed that Haverl is closely linked with AKI [61, 64-69].

As might be expected, Havcrl was under the top 40 differentially expressed genes of ische-
mic kidneys in both mouse strains in our study. In order to compare both strains, we detected
a different expression pattern. Expression of Havcrl was higher in BAFF knockout than wild-
type kidney, but lower in BAFF-R knockout kidneys compared to wildtypes. The different
Haver1 expression patterns of BAFF and BAFF-R strain are a first indication of a different
impact of BAFF and BAFF-R knockout with regard to I/R injury.

Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL, gene name: Lcn2) is expressed in dif-
ferent tissues and one of the strongest induced genes after renal I/R [70]. NGAL was identified
as a potential biomarker for the initiation phase of acute kidney injury in a genome-wide inter-
rogation strategy to identify renal genes with early induction in animal models [31, 71]. It is
upregulated in proximal TECs and distal nephron segments [70] and it is assumed, that dam-
aged TECs express NGAL in order to induce re-epithelialization [72].

In the present data an upregulation of NGAL in ischemic kidneys of both strains is shown.
Furthermore, we detected a different expression pattern in the BAFF and BAFF-R strain. The
expression level of Len2 was lower in BAFF knockout ischemic kidneys compared to the wild-
type, but in case of BAFF-R knockout the Len2 expression was higher compared to ischemic
wildtype kidneys. This could be a further indication of a different impact of BAFF and
BAFF-R knockout in this I/R model, even if Lcn2 expression pattern of both strain is the exact
opposite of the detected Havcrl expression pattern.

Lysozyme (gene name: Lyz, in this study examined: Lyz2) is in its function as a bacteriolytic
enzyme an important component of the innate immune system. In 1964 the study of Prockop
and Davidson [73] was the first attempt to correlate urinary lysozyme excretion with its serum
levels and parameters of renal function. The study also examined the effect of glomerular or
tubular damage on lysozyme excretion and led to the assumption, that lysozymuria may be a
useful indicator of renal tubular damage and serves as a diagnostic as well as prognostic tool
[73]. Alterations in urine and serum levels of lysozyme were detected in acute renal failure
[74]. Up to 1988 several publications discussed the occurrence and role of lysozyme in context
of renal (transplant) damage and failure, also in view of suitability as diagnostic marker [75-
83]. First report, that lysozyme, intravenously infused into male rats, induced functional as
well as structural alterations and finally caused acute renal failure was presented by Cojocel
et al. [84]. In 2009 a case report by Patel et al. [85] reminded of the nephrotoxic effect of lyso-
zyme and kidney failure as common feature in hematological malignancies, especially chronic
myelomonocytic leukemia (CMML). Overproduction of lysozyme by tumoral cells in CMML
patients causes acute kidney injury based on lysozyme-induced proximal tubular damage [86-
88]. In spite of all these findings in almost 60 years and a huge gap since the 90’s, lysozyme
seems to have been forgotten as potential early biomarker in acute kidney injury. In case of
chronic kidney disease (CKD), lysozyme was measured among other CKD-associated plasma
proteins in a multiple reaction monitoring (MRM) mass spectrometry (MS) assay in order to
determine their association with kidney function and disease outcome [89].

To our knowledge, this study is the first report of upregulated Lyz2 expression in a murine
ischemia/reperfusion model of the kidneys.

In addition, not only the expression of Lysozyme 2 was detected in knockout as well as
wildtype ischemic kidneys of both strains, but also a difference in expression level due to BAFF
and BAFF-R knockout was investigated. Lysozyme 2 expression was lower in case of BAFF
knockout, while BAFF-R knockout kidneys showed higher expression levels compared to their
respective wildtype littermates. This finding is comparable to the results for Lcn2 expression.
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CD44 is a glycoprotein important for cellular migration, adhesion and interepithelial cell
interactions [90-92]. Upregulation of CD44 expression in glomeruli and TEC is shown in case
of inflammatory and autoimmune driven renal diseases [93-96]. Furthermore, expression lev-
els are increased in the early phase after I/R injury [97] and renal damage is caused by the con-
tribution of CD44 to the migration of neutrophils into postischemic kidneys [98].

In our study, the expression of Cd44 was lower in BAFF knockout than wildtype kidneys,
but higher in BAFF-R knockout kidneys compared to wildtypes. This is in line with the results
of Len2 and Lyz2 expression.

We also investigated the expression pattern of the further upregulated gene Fnl in ischemic
compared to contralateral kidneys. Fibronectin 1 (gene name: Fnl) is a glycoprotein which is
involved in cellular adhesion, growth and angiogenesis [reviewed in 99]. For the I/R model of
the heart is shown, that Fibronectin 1 is upregulated and its inhibition leads to a reduction of
myocardial infarct size. Myocyte apoptosis, inflammation, oxidative stress and fibrosis were
ameliorated [100].

The present study has shown, that Fibronectin 1 is upregulated in ischemic kidneys of
knockout and wildtype mice of B6.12982-Tnfsf13b"'***/] and B6(Cg)- Tnfrsf13c"™ My
strains. As already shown for Len2, Lyz2 and Cd44, there is also a different expression pattern
for Fnl in BAFF and BAFF-R knockout ischemic kidneys compared to the corresponding
wildtypes. Fnl expression was lower in BAFF knockout than wildtype, but higher in BAFF-R
knockout compared to wildtype mice.

Binding of the Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1RA, gene name: Il1rn) to the Interleu-
kin-1 receptor (IL-1R) inhibits signaling of Interleukin-1 (IL-1), which contributes to inflam-
mation and apoptosis [101, 102]. It is shown that the administration of recombinant IL-1ra
attenuates renal I/R injury [103].

With regard to ischemic kidneys, BAFF knockout showed slightly lower Il1rn expression
levels compared to the wildtype, whereas expression of Il1rn was higher in BAFF-R knockout
compared to wildtypes. Results are comparable with expression pattern of Lcn2, Lyz2, Cd44
and Fnl.

Finally, we investigated the expression of one of the downregulated genes called Kl in both
strains. Kidneys exhibit the highest expression levels of @-Klotho and seems to be the main
source of soluble Klotho in circulation [104]. a-Klotho regulates the calcium and phosphate
transport in kidneys and acts as a co-receptor for Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) [105,
106]. In general, levels of a-Klotho are low during AKI [107, 108]. Kidney damage is caused by
renal apoptosis and calcification in order to a loss of a-Klotho [109]. In ischemia/reperfusion
injury a-Klotho levels decrease [108, 110].

In our study we confirmed the finding of a-Klotho reduction after I/R injury in ischemic
kidneys of both strains compared to contralateral controls. Interestingly, the observed expres-
sion pattern in case of Lcn2, Lyz2, Cd44, Fnl and Il1rn was also shown for Kl in BAFF and
BAFF-R knockout ischemic kidneys in opposite manner. Expression of Kl was higher in BAFF
knockout ischemic compared to wildtype kidneys, but lower in BAFF-R knockout compared
to wildtype kidneys. Therefore, in case of all six differentially expressed genes Lcn2, Lyz2,
Cd44, Fnl, Il1rn and Kl the same expression pattern for BAFF and BAFF-R knockout was
observed, which supports the cautious assumption that the knockout of BAFF and BAFF-R
has an impact on I/R injury and thereby maybe a different effect.

Overall, the study reveals a uniform pattern for BAFF and BAFF-R knockout with regard to
the expression levels of the genes Lcn2, Lyz2, Cd44, Fnl, Il1rn and Kl, which were studied in
more detail. In case of upregulated genes Len2, Lyz2, Cd44, Fnl and Il1rn their expression lev-
els were higher in BAFF-R knockout and lower in BAFF knockout ischemic kidneys compared
to wildtype littermates. The expression level of the downregulated gene Kl was lower in
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BAFEF-R knockout and higher in BAFF knockout kidneys after I/R compared to wildtype litter-
mates. This leads to the assumption that damage induced by ischemia/reperfusion is reduced
in BAFF knockout mice, but enlarged in BAFF-R knockout. Thus, it could be speculated that
the cytokine BAFF may have a negative effect on kidneys undergoing I/R. Based on the find-
ings for the BAFF-R knockout there must be another signaling pathway for BAFF distinct
from BAFF-R. BAFF may signal via BCMA or TACI. In our analyses no expression of BCMA
could be detected. This indicates that signaling of BAFF via TACI may play a role in this I/R
model. In addition, renal injury seems to be increased in BAFF-R knockout compared to wild-
type littermates. If BAFF does not signal via BAFF-R, extent of damage must be the same in
BAFF-R knockout and wildtype mice. A possible explanation is the signaling of BAFF via dif-
ferent receptors with contrary effects. BAFF could possibly signal via BAFF-R and thereby
mediates positive effects. This would explain why wildtype ischemic kidneys show less damage
than BAFF-R knockout ischemic kidneys. It is conceivable that BAFF has an ambivalent role
in AKI induced by I/R injury.

At first sight it seems to be contradictory to assume a positive effect of BAFF knockout and
a negative one for BAFF-R knockout with regard to I/R injury even though Havcrl expression
is higher in BAFF knockout and lower BAFF-R knockout compared to their respective wild-
type littermates. However, it is not possible to deduce the effect of both knockouts from
Havcrl expression levels. We can detect the expression level in our study, but exact impact of
Haverl upregulation in this I/R model remains unclear due to the versatile function of KIM-1
in renal tubular damage. It is known that KIM-1 mediates the phagocytosis of apoptotic cells
during AKI and therefore protects kidneys by downregulation of NE-xB, which leads to a
decreased inflammation [111]. Otherwise, KIM-1 activates inflammatory signaling in TEC
without an injury stimulus by itself and therefore provokes renal inflammation [112]. Chen
et al. [113] showed in their study that hypoxia-treated TECs released small extracellular vesi-
cles (sEVs), which were taken up by KIM-1 expressing TEC. KIM-1 can recognize Phosphati-
dylserine on the surface of SEV and therefore act as a membrane receptor. In this manner
tubulointerstitial inflammation induced by hypoxia is amplified [113]. It is not clear which sig-
nals decide whether KIM-1 has a protective effect on injured kidneys or not. Without knowing
the exact signaling of KIM-1 in our study, the higher expression of Havcrl in BAFF knockout
compared to wildtype ischemic kidneys cannot be finally assessed. If we assume that KIM-1
had a protective function in our I/R model, BAFF knockout would enforce this positive impact
compared to wildtype littermates and BAFF-R knockout would reduce it. This would be in
line with our remaining findings.

Nevertheless, based on this initial study, further investigations with larger sample sizes are
needed to rule out that present findings are not only explained by strain differences and that
detection is not restricted to the RNA level and therefore be also detectable on protein level. In
addition, only female mice were analyzed in this study. Therefore, it must be considered that
female hormone cycle effected the revealed results. As an initial assessment we analyzed the
expression of the key molecules along the hypothalamic-pituitary-gonadal axis in our samples
and observed no expression or only low transcript counts (S2 Fig). We therefore argue, that
the identified RNA abundance, if not only background, is too low to play any meaningful role.
Thus, female hormone levels do not seem to be the predominant factors in biasing the results
of this study. Furthermore, it is not clear why the expression pattern of the approved bio-
marker Havcrl is the exact opposite of the identical expression pattern of Len2, Lyz2, Cd44,
Fnl, Ilirn and Kl in both strains and consequently what does it mean for the effect of BAFF
and BAFF-R knockout in I/R injury. We have no clear causal link between upregulated
Haver1 expression and BAFF knockout.
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Conclusion

We can summarize that in case of all well-established as well as potential early I/R biomarker
an up- or downregulation was detected in ischemic kidneys of both strains. Furthermore,
upregulation of Len2, Lyz2, Cd44, Fnl and Il1rn as well as downregulation of Kl were higher
in case of BAFF-R knockout and lower in BAFF knockout compared to corresponding wild-
type littermates in a consistent manner. This leads to the assumption that BAFF knockout has
a positive effect on kidneys undergoing I/R, while BAFF-R knockout worsened the renal dam-
age after I/R. Against the background that BAFF KO mice analyzed in this study are immuno-
deficient with a significant loss of mature B cells and attenuated T cell-dependent as well as T
cell-independent antibody response, assumed positive effect of BAFF knockout in case of I/R
injury seems to have a strong connection with immunological signaling. Therefore, it would
be interesting to compare the results of this unilateral, not systemic renal damage model with
renal injury provoked by an inflammatory and systemic stimulus in future investigations. It is
additionally worth to point out the remarkable Lysozyme 2 expression in ischemic kidneys of
both strains. Further studies should be addressed to investigate a potential use of Lysozyme as
predictive and early biomarker for AKI.

Supporting information
S1 Fig. Principal component analysis (PCA) of ischemic and contralateral control kidneys.

BAFF (B6.129S2-Tnfsf13b™™/]) and BAFF-R (B6(Cg)- Tnfrsf13c"™™/]) strain.
(TIF)

S2 Fig. Transcripts per million (TPM) of genes along hypothalamic-pituitary-gonadal axis.
Analyzed in ischemic kidneys compared to contralateral control in BAFF (B6.129S2-
Tnfsf136"™""/]) and BAFE-R (B6(Cg)- Tnfrsf13¢™"™/]) strain, in each case distinguished
between knockout (ko) and wildtype (wt) mice. Esrl: estrogen receptor 1, Pgr: progesterone
receptor, Lhb: luteinizing hormone subunit beta, Fshb: follicle stimulating hormone subunit
beta, Cga: glycoprotein hormones alpha chain, Fshr: follicle stimulating hormone receptor.
(TIF)

S1 File. This file contains all differentially expressed genes with adjusted p-value < 0.05
and log2foldchange > 1, < -1 resp. File named ‘DE_results_filtered’ and is additionally avail-
able at https://github.com/sebboegel/moeckel2022.

(CSV)

Acknowledgments

We thank Dr. Sven-Erné Bikar and his staff at StarSEQ for excellent support of RNA sequenc-
ing. Furthermore, we thank the animal caretakers for great cooperation. Fig 1 was created with
BioRender.com. Published data and results are part of the doctoral thesis of Tamara Mockel.

Author Contributions

Conceptualization: Tamara Mockel, Andreas Schwarting.
Data curation: Sebastian Boegel.

Formal analysis: Sebastian Boegel.

Investigation: Tamara Mockel.

Methodology: Tamara Mockel.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619  September 26, 2023 14/21

37



38

PLOS ONE

Transcriptome analysis of renal I/R injury

Project administration: Tamara Mockel, Andreas Schwarting.

Resources: Tamara Méckel, Andreas Schwarting.

Software: Sebastian Boegel.

Supervision: Andreas Schwarting.

Validation: Tamara Mockel, Sebastian Boegel.

Visualization: Tamara Mdckel, Sebastian Boegel.

Writing - original draft: Tamara Mockel.

Writing - review & editing: Tamara Mockel, Sebastian Boegel, Andreas Schwarting.

References

1.

1.

12

13.

14.

Schneider P, MacKay F, Steiner VV, Hofmann K, Bodmer J-L, Holler N et al. BAFF, a Novel Ligand of
the Tumor Necrosis Factor Family, Stimulates B Cell Growth. The Journal of Experimental Medicine.
1999; 189(11):1747-56. https://doi.org/10.1084/jem.189.11.1747 PMID: 10359578

Moore PA, Belvedere O, Orr A, Pieri K, LaFleur DW, Feng P et al. BLyS: member of the tumor necrosis
factor family and B lymphocyte stimulator. Science. 1999; 285(5425):260-3. https://doi.org/10.1126/
science.285.5425.260 PMID: 10398604

Mockel T, Basta F, Weinmann-Menke J and Schwarting A. B cell activating factor (BAFF): Structure,
functions, autoimmunity and clinical implications in Systemic Lupus Erythematosus (SLE). Autoimmun
Rev. 2021; 20(2):102736. https://doi.org/10.1016/j.autrev.2020.102736 PMID: 33333233

Vincent FB, Saulep-Easton D, Figgett WA, Fairfax KA and Mackay F. The BAFF/APRIL system:
emerging functions beyond B cell biology and autoimmunity. Cytokine Growth Factor Rev. 2013; 24
(3):203-15. https://doi.org/10.1016/j.cytogfr.2013.04.003 PMID: 23684423

Cosman D. A family of ligands for the TNF receptor superfamily. STEM CELLS. 1994; 12(5):440-55.
https://doi.org/10.1002/stem.5530120501 PMID: 7528588

Nardelli B, Belvedere O, Roschke V, Moore PA, Olsen HS, Migone TS et al. Synthesis and release of
B-lymphocyte stimulator from myeloid cells. Blood. 2001; 97(1):198-204. https://doi.org/10.1182/
blood.v97.1.198 PMID: 11133761

Ng LG, Sutherland APR, Newton R, Qian F, Cachero TG, Scott ML et al. B Cell-Activating Factor
Belonging to the TNF Family (BAFF)-R Is the Principal BAFF Receptor Facilitating BAFF Costimula-
tion of Circulating T and B Cells. The Journal of Immunology. 2004; 173(2):807—17. https://doi.org/10.
4049/jimmunol.173.2.807 PMID: 15240667

Thompson JS, Bixler SA, Qian F, Vora K, Scott ML, Cachero TG et al. BAFF-R, a Newly Identified
TNF Receptor That Specifically Interacts with BAFF. Science. 2001; 293(5537):2108—11. https:/doi.
org/10.1126/science.1061965 PMID: 11509692

Yan M, Brady JR, Chan B, Lee WP, Hsu B, Harless S et al. Identification of a novel receptor for B lym-
phocyte stimulator that is mutated in a mouse strain with severe B cell deficiency. Current Biology.
2001; 11(19):1547-52. https://doi.org/10.1016/s0960-9822(01)00481-x PMID: 11591325

Avery DT, Kalled SL, Ellyard JI, Ambrose C, Bixler SA, Thien M et al. BAFF selectively enhances the
survival of plasmablasts generated from human memory B cells. The Journal of clinical investigation.
2003; 112(2):286-97. https://doi.org/10.1172/JC118025 PMID: 12865416

O’Connor BP, Raman VS, Erickson LD, Cook WJ, Weaver LK, Ahonen C et al. BCMA is essential for
the survival of long-lived bone marrow plasma cells. Journal of Experimental Medicine. 2004; 199
(1):91-8. https://doi.org/10.1084/jem.20031330 PMID: 14707116

Seshasayee D, Valdez P, Yan M, Dixit VM, Tumas D and Grewal IS. Loss of TACI causes fatal lym-
phoproliferation and autoimmunity, establishing TACI as an inhibitory BLyS receptor. Immunity. 2003;
18(2):279-88. https://doi.org/10.1016/s1074-7613(03)00025-6 PMID: 12594954

Shulga-Morskaya S, Dobles M, Walsh ME, Ng LG, MacKay F, Rao SP et al. B cell-activating factor
belonging to the TNF family acts through separate receptors to support B cell survival and T cell-inde-
pendent antibody formation. The Journal of Immunology. 2004; 173(4):2331-41. https://doi.org/10.
4049/jimmunol.173.4.2331 PMID: 15294946

von Biilow G-U, van Deursen JM and Bram RJ. Regulation of the T-independent humoral response by

TACI. Immunity. 2001; 14(5):573-82. https://doi.org/10.1016/51074-7613(01)00130-3 PMID:
11371359

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619  September 26, 2023 15/21



PLOS ONE

Transcriptome analysis of renal I/R injury

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Yan M, Wang H, Chan B, Roose-Girma M, Erickson S, Baker T et al. Activation and accumulation of B
cells in TACI-deficient mice. Nature immunology. 2001; 2(7):638. https://doi.org/10.1038/89790 PMID:
11429549

Vigolo M, Chambers MG, Willen L, Chevalley D, Maskos K, Lammens A et al. A loop region of BAFF
controls B cell survival and regulates recognition by different inhibitors. Nature communications. 2018;
9(1):1-15.

Afzali S, Salehi S, Shahi A, Esmaeili M, Farashi Bonab S, Peykari A et al. Investigating the Role of
BAFF and Its Receptors in Renal Transplant Recipients with Chronic Antibody-Mediated Rejection.
Journal of Imlmunology Research. 2021; 2021:6654992. https://doi.org/10.1155/2021/6654992 PMID:
33748289

Banham G, Prezzi D, Harford S, Taylor CJ, Hamer R, Higgins R et al. Elevated pretransplantation sol-
uble BAFF is associated with an increased risk of acute antibody-mediated rejection. Transplantation.
2013; 96(4):413. https://doi.org/10.1097/TP.0b013e318298dd65 PMID: 23842189

Thaunat O, Patey N, Gautreau C, Lechaton S, Fremeaux-Bacchi V, Dieu-Nosjean M-C et al. B cell sur-
vival in intragraft tertiary lymphoid organs after rituximab therapy. Transplantation. 2008; 85
(11):1648-53. https:/doi.org/10.1097/TP.0b013e3181735723 PMID: 18551073

Thibault-Espitia A, Foucher Y, Danger R, Migone T, Pallier A, Castagnet S et al. BAFF and BAFF-R
levels are associated with risk of long-term kidney graft dysfunction and development of donor-specific
antibodies. American Journal of Transplantation. 2012; 12(10):2754—62. https:/doi.org/10.1111/j.
1600-6143.2012.04194.x PMID: 22883025

XuH, He X, Sun J, Shi D, Zhu Y and Zhang X, editors. The expression of B-cell activating factor
belonging to tumor necrosis factor superfamily (BAFF) significantly correlated with C4D in kidney allo-
graft rejection. Transplantation proceedings; 2009: Elsevier.

Ye Q, Wang L, Wells AD, Tao R, Han R, Davidson A et al. BAFF binding to T cell-expressed BAFF-R
costimulates T cell proliferation and alloresponses. European journal of immunology. 2004; 34
(10):2750-9. https://doi.org/10.1002/eji.200425198 PMID: 15368291

Rovcanin B, Medic B, Kocic G, Cebovic T, Ristic M and Prostran M. Molecular dissection of renal
ischemia-reperfusion: oxidative stress and cellular events. Current medicinal chemistry. 2016; 23
(19):1965-80. https://doi.org/10.2174/0929867323666160112122858 PMID: 26758795

Molitoris B. The potential role of ischemia in renal disease progression. Kidney international Supple-
ment. 1992; 36:521-S5. PMID: 1319522

Paller MS. The cell biology of reperfusion injury in the kidney. J Investig Med. 1994; 42(4):632-9.
PMID: 8521026

Volti GL, Rodella L, Di Giacomo C, Rezzani R, Bianchi R, Borsani E et al. Role of carbon monoxide
and biliverdin in renal ischemia/reperfusion injury. Nephron Experimental nephrology. 2006; 104(4):
e135-€9. https://doi.org/10.1159/000094964 PMID: 16902317

Thadhani R, Pascual M and Bonventre JV. Acute renal failure. N Engl J Med. 1996; 334(22):1448-60.
https://doi.org/10.1056/NEJM199605303342207 PMID: 8618585

Weight S, Bell P and Nicholson M. Renal ischaemia-reperfusion injury. British Journal of Surgery.
1996; 83(2):162—70. PMID: 8689154

Padanilam BJ. Cell death induced by acute renal injury: a perspective on the contributions of apoptosis
and necrosis. American Journal of Physiology-Renal Physiology. 2003; 284(4):F608—F27. https://doi.
org/10.1152/ajprenal.00284.2002 PMID: 12620919

Venkatachalam MA, Bernard DB, Donohoe JF and Levinsky NG. Ischemic damage and repair in the
rat proximal tubule: differences among the S1, S2, and S3 segments. Kidney Int. 1978; 14(1):31—49.
https://doi.org/10.1038/ki.1978.87 PMID: 682423

Supavekin S, Zhang W, Kucherlapati R, Kaskel FJ, Moore LC and Devarajan P. Differential gene
expression following early renal ischemia/reperfusion. Kidney international. 2003; 63(5):1714-24.
https://doi.org/10.1046/j.1523-1755.2003.00928.x PMID: 12675847

Edelstein CL, Ling H and Schrier RW. The nature of renal cell injury. Kidney international. 1997; 51
(5):1341-51. https://doi.org/10.1038/ki.1997.183 PMID: 9150442

DuBose TD, Warnock DG, Mehta RL, Bonventre JV, Hammerman MR, Molitoris BA et al. Acute renal
failure in the 21st century: Recommendations for management and outcomes assessment. American
Journal of Kidney Diseases. 1997; 29(5):793-9. https://doi.org/10.1016/s0272-6386(97)90136-0
PMID: 9159318

Koning OH, Ploeg RJ, van Bockel JH, Groenewegen M, van der Woude FJ, Persijn GG et al. Risk fac-
tors for delayed graft function in cadaveric kidney transplantation: a prospective study of renal function
and graft survival after preservation with University of Wisconsin solution in multi-organ donors.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619  September 26, 2023 16/21

39



40

PLOS ONE

Transcriptome analysis of renal I/R injury

35.

36.

37.

38.

39.

40.

4.

42,

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

European Multicenter Study Group. Transplantation. 1997; 63(11):1620-8. https://doi.org/10.1097/
00007890-199706150-00015 PMID: 9197357

Lu CY, Penfield JG, Kielar ML, Vazquez MA and Jeyarajah DR. Hypothesis: is renal allograft rejection
initiated by the response to injury sustained during the transplant process? Kidney Int. 1999; 55
(6):2157-68. https://doi.org/10.1046/j.1523-1755.1999.00491.x PMID: 10354265

Ojo AO, Wolfe RA, Held PJ, Port FK and Schmouder RL. DELAYED GRAFT FUNCTION: RISK FAC-
TORS AND IMPLICATIONS FOR RENAL ALLOGRAFT SURVIVAL1. Transplantation. 1997; 63(7).

Burne-Taney MJ, Ascon DB, Daniels F, Racusen L, Baldwin W and Rabb H. B Cell Deficiency Confers
Protection from Renal Ischemia Reperfusion Injury. The Journal of Immunology. 2003; 171(6):3210.
https://doi.org/10.4049/immunol.171.6.3210 PMID: 12960350

Renner B, Strassheim D, Amura CR, Kulik L, Ljubanovic D, Glogowska MJ et al. B cell subsets contrib-
ute to renal injury and renal protection after ischemia/reperfusion. The Journal of Immunology. 2010;
185(7):4393—400. https://doi.org/10.4049/jimmunol.0903239 PMID: 20810984

Jang HR, Gandolfo MT, Ko GJ, Satpute SR, Racusen L and Rabb H. B cells limit repair after ischemic
acute kidney injury. Journal of the American Society of Nephrology. 2010; 21(4):654—-65. https://doi.
org/10.1681/ASN.2009020182 PMID: 20203156

Holderied A, Kraft F, Marschner JA, Weidenbusch M and Anders H-J. “Point of no return” in unilateral
renal ischemia reperfusion injury in mice. Journal of biomedical science. 2020; 27(1):1-15.

Steines L, Poth H, Schuster A, Geissler EK, Amann K, Banas B et al. Anti-BAFF treatment interferes
with humoral responses in a model of renal transplantation in rats. Transplantation. 2020; 104(1):e16—
€22. https://doi.org/10.1097/TP.0000000000002992 PMID: 31609901

Assadiasl S, Shahi A, Salehi S, Afzali S and Amirzargar A. Interferon regulatory factors: Where to
stand in transplantation. Transplant Immunology. 2018; 51:76-80. https://doi.org/10.1016/j.trim.2018.
10.001 PMID: 30336215

Karahan GE, Claas FH and Heidt S. B cell immunity in solid organ transplantation. Frontiers in immu-
nology. 2017; 7:686. https://doi.org/10.3389/fimmu.2016.00686 PMID: 28119695

XuH, He X and Xu R. B cell activating factor, renal allograft antibody-mediated rejection, and long-
term outcome. Journal of Inmunology Research. 2018; 2018. https://doi.org/10.1155/2018/5251801
PMID: 29977928

Gondos A, Dohler B, Brenner H and Opelz G. Kidney graft survival in Europe and the United States:
strikingly different long-term outcomes. Transplantation. 2013; 95(2):267—74. https://doi.org/10.1097/
TP.0b013e3182708ea8 PMID: 23060279

Sellarés J, De Freitas D, Mengel M, Reeve J, Einecke G, Sis B et al. Understanding the causes of kid-
ney transplant failure: the dominant role of antibody-mediated rejection and nonadherence. American
Journal of Transplantation. 2012; 12(2):388-99. https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2011.03840.x
PMID: 22081892

Hoffman W, Lakkis FG and Chalasani G. B cells, antibodies, and more. Clinical Journal of the Ameri-
can Society of Nephrology. 2016; 11(1):137-54. https://doi.org/10.2215/CJN.09430915 PMID:
26700440

XuH, He X, LiuQ, ShiD, ChenY, Zhu Y et al., editors. Abnormal high expression of B-cell activating
factor belonging to the TNF superfamily (BAFF) associated with long-term outcome in kidney trans-
plant recipients. Transplantation proceedings; 2009: Elsevier.

Burness CB and McCormack PL. Belimumab: in systemic lupus erythematosus. Drugs. 2011; 71
(18):2435-44. https://doi.org/10.2165/11208440-000000000-00000 PMID: 22141386

Levy RA, Gonzalez-Rivera T, Khamashta M, Fox NL, Jones-Leone A, Rubin B et al. 10 Years of beli-
mumab experience: What have we learnt? Lupus. 2021; 30(11):1705-21. https://doi.org/10.1177/
09612033211028653 PMID: 34238087

Liu T, Neuner R, Thompson A, Pottackal G, Petullo D, Liu J et al. Clinical pharmacology considerations
for the approval of belimumab for the treatment of adult patients with active lupus nephritis: A regula-
tory perspective. Lupus. 2022; 31(4):424-32. https://doi.org/10.1177/09612033221079771 PMID:
35238725

Gorelik L, Gilbride K, Dobles M, Kalled SL, Zandman D and Scott ML. Normal B cell homeostasis
requires B cell activation factor production by radiation-resistant cells. The Journal of experimental
medicine. 2003; 198(6):937—45. https://doi.org/10.1084/jem.20030789 PMID: 12975458

Schiemann B, Gommerman JL, Vora K, Cachero TG, Shulga-Morskaya S, Dobles M et al. An essen-
tial role for BAFF in the normal development of B cells through a BCMA-independent pathway. Sci-
ence. 2001; 293(5537):2111—4. https://doi.org/10.1126/science.1061964 PMID: 11509691

Sasaki Y, Casola S, Kutok JL, Rajewsky K and Schmidt-Supprian M. TNF family member B cell-acti-
vating factor (BAFF) receptor-dependent and-independent roles for BAFF in B cell physiology. The

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619  September 26, 2023 17/21



PLOS ONE

Transcriptome analysis of renal I/R injury

55.

56.

57.

58.

59.

60.
61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

7.

72.

Journal of Immunology. 2004; 173(4):2245-52. https://doi.org/10.4049/jimmunol.173.4.2245 PMID:
15294936

Guedel AE. Inhalation Anesthesia: A Fundamental Guide. Anesthesia & Analgesia. 1937; 16(2):119—
20.

Bray NL, Pimentel H, Melsted P and Pachter L. Near-optimal probabilistic RNA-seq quantification.
Nature Biotechnology. 2016; 34(5):525-7. https://doi.org/10.1038/nbt.3519 PMID: 27043002

Love MI, Huber W and Anders S. Moderated estimation of fold change and dispersion for RNA-seq
data with DESeq2. Genome Biology. 2014; 15(12):550. https://doi.org/10.1186/s13059-014-0550-8
PMID: 25516281

Benjamini Y and Hochberg Y. Controlling the False Discovery Rate: A Practical and Powerful
Approach to Multiple Testing. Journal of the Royal Statistical Society: Series B (Methodological).
1995; 57(1):289-300.

Blighe KR, Sharmila; Lewis Myles. EnhancedVolcano: Publication-ready volcano plots with enhanced
colouring and labeling. 2022 [Available from: https:/github.com/kevinblighe/EnhancedVolcano.

Wickham H. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis: Springer International Publishing; 2016.

Han WK, Bailly VV, Abichandani R, Thadhani R and Bonventre JV. Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1): a
novel biomarker for human renal proximal tubule injury. Kidney international. 2002; 62(1):237—44.
https://doi.org/10.1046/j.1523-1755.2002.00433.x PMID: 12081583

Ichimura T, Bonventre JV, Bailly V, Wei H, Hession CA, Cate RL et al. Kidney injury molecule-1 (KIM-
1), a putative epithelial cell adhesion molecule containing a novel immunoglobulin domain, is up-regu-
lated in renal cells after injury. Journal of Biological Chemistry. 1998; 273(7):4135—42. https://doi.org/
10.1074/jbc.273.7.4135 PMID: 9461608

van Timmeren MM, van den Heuvel MC, Bailly V, Bakker SJ, van Goor H and Stegeman CA. Tubular
kidney injury molecule-1 (KIM-1) in human renal disease. The Journal of pathology. 2007; 212(2):209—
17. https://doi.org/10.1002/path.2175 PMID: 17471468

Arthur JM, Hill EG, Alge JL, Lewis EC, Neely BA, Janech MG et al. Evaluation of 32 urine biomarkers
to predict the progression of acute kidney injury after cardiac surgery. Kidney International. 2014; 85
(2):431-8. https://doi.org/10.1038/ki.2013.333 PMID: 24005224

Han WK, Wagener G, Zhu Y, Wang S and Lee HT. Urinary biomarkers in the early detection of acute
kidney injury after cardiac surgery. Clinical journal of the American Society of Nephrology. 2009; 4
(5):873-82.

Liangos O, Perianayagam MC, Vaidya VS, Han WK, Wald R, Tighiouart H et al. Urinary N-acetyl-beta-
(D)-glucosaminidase activity and kidney injury molecule-1 level are associated with adverse outcomes
in acute renal failure. J Am Soc Nephrol. 2007; 18(3):904—12. https://doi.org/10.1681/ASN.
2006030221 PMID: 17267747

Sabbisetti VS, Waikar SS, Antoine DJ, Smiles A, Wang C, Ravisankar A et al. Blood kidney injury mol-
ecule-1is a biomarker of acute and chronic kidney injury and predicts progression to ESRD in type |
diabetes. Journal of the American Society of Nephrology. 2014; 25(10):2177-86. https://doi.org/10.
1681/ASN.2013070758 PMID: 24904085

Shao X, Tian L, Xu W, Zhang Z, Wang C, Qi C et al. Diagnostic value of urinary kidney injury molecule
1 for acute kidney injury: a meta-analysis. PloS one. 2014; 9(1):e84131. https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0084131 PMID: 24404151

Vaidya VS, Ramirez V, Ichimura T, Bobadilla NA and Bonventre JV. Urinary kidney injury molecule-1:
a sensitive quantitative biomarker for early detection of kidney tubular injury. American Journal of
Physiology-Renal Physiology. 2006; 290(2):F517-F29. https:/doi.org/10.1152/ajprenal.00291.2005
PMID: 16174863

Mishra J, Ma Q, Prada A, Mitsnefes M, Zahedi K, Yang J et al. Identification of neutrophil gelatinase-
associated lipocalin as a novel early urinary biomarker for ischemic renal injury. Journal of the Ameri-
can Society of Nephrology. 2003; 14(10):2534—43. https://doi.org/10.1097/01.asn.0000088027.
54400.c6 PMID: 14514731

Devarajan P, Mishra J, Supavekin S, Patterson LT and Potter SS. Gene expression in early ischemic
renal injury: clues towards pathogenesis, biomarker discovery, and novel therapeutics. Molecular
genetics and metabolism. 2003; 80(4):365—76. https://doi.org/10.1016/..ymgme.2003.09.012 PMID:
14654349

Yang J, Goetz D, Li J-Y, Wang W, Mori K, Setlik D et al. An iron delivery pathway mediated by a lipoca-

lin. Molecular cell. 2002; 10(5):1045-56. https://doi.org/10.1016/s1097-2765(02)00710-4 PMID:
12453413

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619  September 26, 2023 18/21

41



42

PLOS ONE

Transcriptome analysis of renal I/R injury

73.

74.

75.

76.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92,

Prockop DJ and Davidson WD. A study of urinary and serum lysozyme in patients with renal disease.
New England Journal of Medicine. 1964; 270(6):269—74. https://doi.org/10.1056/
NEJM196402062700602 PMID: 14074651

Noble RE and Brainerd HD. Urine and serum lysozyme alterations in a case of acute renal failure. J
Urol. 1966; 96(6):852-3. https://doi.org/10.1016/S0022-5347(17)63364-0 PMID: 5956763

Coratelli P, Giannattasio M, Schena A, Marzolla R and Buongiorno E. Comparison of urinary enzyme
pattern in renal transplant recipients receiving two differentimmunosuppressive regimens: azathio-
prine versus ciclosporin. Contrib Nephrol. 1988; 68:203-6. https://doi.org/10.1159/000416514 PMID:
2906846

Ellis L, McSwiney RR and Tucker SM. Urinary excretion of lysozyme and N-acetyl-beta-D-glucosami-
nidase in the diagnosis of renal allograft rejection. Ann Clin Biochem. 1978; 15(5):253-60. https://doi.
org/10.1177/000456327801500161 PMID: 363032

Horpacsy G, Zinsmeyer J and Mebel M. Continuous determination of various enzymes and sodium
concentration in urine. a usable method for diagnosis of kidney graft rejection. Eur Urol. 1978; 4
(5):334-7. https://doi.org/10.1159/000473988 PMID: 710463

Klockars M, Reitamo S and Collan Y. Immunohistochemical identification of renal lysozyme during
allograft rejection in man. Histopathology. 1979; 3(5):433—43. https://doi.org/10.1111/1.1365-2559.
1979.tb03024.x PMID: 385474

Matturri L, Ghidoni P, Palazzi P and Stasi P. Renal allograft rejection: immunohistochemistry of inflam-
matory cellular subsets and vascular lesions. Basic Appl Histochem. 1986; 30(2):267—77. PMID:
2427064

Niwa T, Ito T, Matsui E and Ota H. Serum and urinary lysozyme activities in patients with renal dis-
eases. Tohoku J Exp Med. 1974; 114(1):27-33. https://doi.org/10.1620/tjem.114.27 PMID: 4432241

Roberts JL and Lewis EJ. Serum and urine beta-2-microglobulin and lysozyme concentrations in
transplant rejection. Proc Clin Dial Transplant Forum. 1979; 9:145-9. PMID: 95329

Schmidt P, Kopsa H, Balcke P, Zazgornik J, Pils P and Hysek H. [Behaviour of serum and urinary lyso-
zyme after renal transplantation (author’s transl)]. Wien Klin Wochenschr. 1977; 89(7):238—-42.

Shehadeh IH, Carpenter CB, Monterio CH and Merrill JP. Renal allograft rejection. An analysis of lyso-
zymuria, serum complement, lymphocyturia, and heterophil antibodies. Arch Intern Med. 1970; 125
(5):850-7. https://doi.org/10.1001/archinte.125.5.850 PMID: 4192146

Cojocel C, Dociu N and Baumann K. Early nephrotoxicity at high plasma concentrations of lysozyme
in the rat. Laboratory Investigation; a Journal of Technical Methods and Pathology. 1982; 46(2):149—
57. PMID: 7062720

Patel TV, Rennke HG, Sloan JM, DeAngelo DJ and Charytan DM. A forgotten cause of kidney injury in
chronic myelomonocytic leukemia. American journal of kidney diseases. 2009; 54(1):159-64. https://
doi.org/10.1053/j.ajkd.2008.11.013 PMID: 19185401

Asano M, Hase H, Naruse Y, Kawada K, Kojima |, Branch J et al. A rare cause of acute kidney injury
with chronic myelomonocytic leukemia. CEN Case Reports. 2021; 10(3):320-5. https:/doi.org/10.
1007/s13730-020-00567-6 PMID: 33403618

Hillen J, Raemaekers J, Steenbergen E, Wetzels J and Verhave J. Progressive kidney failure in
chronic myelomonocytic leukaemia: don't forget lysozyme damage. Netherlands J Med. 2018; 76
(9):407-10. PMID: 30465656

Robinet-Zimmermann G, Rioux-Leclercq N, Frouget T and Le Naoures C. [Lysozyme-induced
nephropathy: A rare cause of renal failure in chronic myelomonocytic leukemia]. Ann Pathol. 2020; 40
(6):478-82.

Makridakis M, Kontostathi G, Petra E, Stroggilos R, Lygirou V, Filip S et al. Multiplexed MRM-based
protein quantification of putative prognostic biomarkers for chronic kidney disease progression in
plasma. Scientific Reports. 2020; 10(1):4815. https://doi.org/10.1038/s41598-020-61496-z PMID:
32179759

Borland G, Ross JA and Guy K. Forms and functions of CD44. Immunology. 1998; 93(2):139—48.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2567.1998.00431.x PMID: 9616361

Neame SJ and Isacke CM. The cytoplasmic tail of CD44 is required for basolateral localization in epi-
thelial MDCK cells but does not mediate association with the detergent-insoluble cytoskeleton of fibro-
blasts. J Cell Biol. 1993; 121(6):1299-310. https://doi.org/10.1083/jcb.121.6.1299 PMID: 8509451

Sheikh H and Isacke CM. A di-hydrophobic Leu-Val motif regulates the basolateral localization of

CD44 in polarized Madin-Darby canine kidney epithelial cells. J Biol Chem. 1996; 271(21):12185-90.
https://doi.org/10.1074/jbc.271.21.12185 PMID: 8647812

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619  September 26, 2023 19/21



PLOS ONE

Transcriptome analysis of renal I/R injury

93.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111,

112,

Benz PS, Fan X and Withrich RP. Enhanced tubular epithelial CD44 expression in MRL-Ipr lupus
nephritis. Kidney International. 1996; 50(1):156—63. https://doi.org/10.1038/ki.1996.298 PMID:
8807584

Florquin S and Rouschop KM. Reciprocal functions of hepatocyte growth factor and transforming
growth factor-beta1 in the progression of renal diseases: a role for CD44? Kidney Int Suppl. 2003(86):
S$15-20. https://doi.org/10.1046/j.1523-1755.64.586.4.x PMID: 12969122

Roy-Chaudhury P, Khong TF, Williams JH, Haites NE, Wu B, Simpson JG et al. CD44 in glomerulone-
phritis: expression in human renal biopsies, the Thy 1.1 model, and by cultured mesangial cells. Kid-
ney Int. 1996; 50(1):272-81. https://doi.org/10.1038/ki.1996.312 PMID: 8807598

Sibalic V, Fan X, Loffing J and Wiithrich RP. Upregulated renal tubular CD44, hyaluronan, and osteo-
pontin in kdkd mice with interstitial nephritis. Nephrol Dial Transplant. 1997; 12(7):1344-53. https:/
doi.org/10.1093/ndt/12.7.1344 PMID: 9249768

Lewington AJ, Padanilam BJ, Martin DR and Hammerman MR. Expression of CD44 in kidney after
acute ischemic injury in rats. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2000; 278(1):R247-54. https:/
doi.org/10.1152/ajpregu.2000.278.1.R247 PMID: 10644646

Rouschop KM, Roelofs JJ, Claessen N, da Costa Martins P, Zwaginga JJ, Pals ST et al. Protection
against renal ischemia reperfusion injury by CD44 disruption. J Am Soc Nephrol. 2005; 16(7):2034—
43. https://doi.org/10.1681/ASN.2005010054 PMID: 15901765

Wang Y and Ni H. Fibronectin maintains the balance between hemostasis and thrombosis. Cellular
and molecular life sciences. 2016; 73(17):3265—77. https://doi.org/10.1007/s00018-016-2225-y
PMID: 27098513

Zhang Y-L, Li P-B, Han X, Zhang B and Li H-H. Blockage of Fibronectin 1 Ameliorates Myocardial
Ischemia/Reperfusion Injury in Association with Activation of AMP-LKB1-AMPK Signaling Pathway.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity. 2022; 2022. https://doi.org/10.1155/2022/6196173 PMID:
35602095

Allan SM, Tyrrell PJ and Rothwell NJ. Interleukin-1 and neuronal injury. Nature Reviews Immunology.
2005; 5(8):629—40. https:/doi.org/10.1038/nri1664 PMID: 16034365

Dripps DJ, Brandhuber BJ, Thompson RC and Eisenberg SP. Interleukin-1 (IL-1) receptor antagonist
binds to the 80-kDa IL-1 receptor but does not initiate IL-1 signal transduction. J Biol Chem. 1991; 266
(16):10331-6. PMID: 1828071

Rusai K, Huang H, Sayed N, Strobl M, Roos M, Schmaderer C et al. Administration of interleukin-1
receptor antagonist ameliorates renal ischemia-reperfusion injury. Transplant International. 2008; 21
(6):572—-80. https://doi.org/10.1111/j.1432-2277.2008.00651.x PMID: 18363573

Olauson H, Mencke R, Hillebrands J-L and Larsson TE. Tissue expression and source of circulating
akKlotho. Bone. 2017; 100:19-35.

Kurosu H, Ogawa Y, Miyoshi M, Yamamoto M, Nandi A, Rosenblatt KP et al. Regulation of Fibroblast
Growth Factor-23 Signaling by Klotho. Journal of Biological Chemistry. 2006; 281(10):6120-3. https:/
doi.org/10.1074/jbc.C500457200 PMID: 16436388

Urakawa |, Yamazaki Y, Shimada T, lijima K, Hasegawa H, Okawa K et al. Klotho converts canonical
FGF receptor into a specific receptor for FGF23. Nature. 2006; 444(7120):770-4. https://doi.org/10.
1038/nature05315 PMID: 17086194

Asai O, Nakatani K, Tanaka T, Sakan H, Imura A, Yoshimoto S et al. Decreased renal a-Klotho
expression in early diabetic nephropathy in humans and mice and its possible role in urinary calcium
excretion. Kidney International. 2012; 81(6):539-47.

Hu M-C, Shi M, Zhang J, Quifiones H, Kuro-o M and Moe OW. Klotho deficiency is an early biomarker
of renal ischemia—reperfusion injury and its replacement is protective. Kidney international. 2010; 78
(12):1240-51. https://doi.org/10.1038/ki.2010.328 PMID: 20861825

Ohnishi M and Razzaque MS. Dietary and genetic evidence for phosphate toxicity accelerating mam-
malian aging. The FASEB Journal. 2010; 24(9):3562-71. https:/doi.org/10.1096/fj.09-152488 PMID:
20418498

QianY, Guo X, Che L, Guan X, Wu B, Lu R et al. Klotho reduces necroptosis by targeting oxidative
stress involved in renal ischemic-reperfusion injury. Cellular Physiology and Biochemistry. 2018; 45
(6):2268-82. https://doi.org/10.1159/000488172 PMID: 29550818

Yang L, Brooks CR, Xiao S, Sabbisetti V, Yeung MY, Hsiao L-L et al. KIM-1—mediated phagocytosis
reduces acute injury to the kidney. The Journal of clinical investigation. 2015; 125(4):1620-36. https://
doi.org/10.1172/JC175417 PMID: 25751064

Humphreys BD, Xu F, Sabbisetti V, Grgic I, Naini SM, Wang N et al. Chronic epithelial kidney injury
molecule-1 expression causes murine kidney fibrosis. The Journal of Clinical Investigation. 2013; 123
(9):4023-35. https://doi.org/10.1172/JCI45361 PMID: 23979159

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619  September 26, 2023 20/21

43



44

PLOS ONE Transcriptome analysis of renal I/R injury

113. ChenJ, Tang T-T, Cao J-Y, Li Z-L, Zhong X, Wen Y et al. KIM-1 augments hypoxia-induced tubuloin-
terstitial inflammation through uptake of small extracellular vesicles by tubular epithelial cells. Molecu-
lar Therapy. 2022. https://doi.org/10.1016/j.ymthe.2022.08.013 PMID: 35982620

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619  September 26, 2023 21/21



5.1.2 Erklarung zum Eigenanteil der Promovendin

Tamara Mdckel ist alleinige Erstautorin der Publikation Transcriptome analysis of renal is-
chemia/reperfusion (I/R) injury in BAFF and BAFF-R deficient mice [67], die unter Betreuung
von Herrn Prof. Dr. Andreas Schwarting im Rahmen der kumulativen Dissertation angefertigt
wurde. Fiir die Konzeptualisierung des Projekts, die Projektadministration und die dafiir n6ti-
gen Ressourcen waren Herr Prof. Dr. Andreas Schwarting und Tamara Mockel gemeinsam zu-
standig. Den fiir die Untersuchungen erforderlichen Tierversuchsantrag hat Frau Mockel selbst-
stindig geschrieben und alle dafiir relevanten Kommunikationen gefiihrt.

Frau Mockel war seitens der Arbeitsgruppe alleinig flir die Haltung und Zucht der entspre-
chenden Mausstimme in enger Zusammenarbeit mit den Tierpflegern des Translational Animal
Research Center (TARC) der Universitditsmedizin Mainz zusténdig. Sie war flir die Versuchs-
planung und die daran orientierte Zuchtplanung verantwortlich. Die Planung, Realisierung und
Anwendung der Methoden im Rahmen der praktischen Versuchsdurchfiihrung und nachfolgen-
den Probenbearbeitung wurden von Frau Mockel vorgenommen. Sie hat in ihrer Funktion der
Experimentatorin den operativen Eingriff selbststdndig durchgefiihrt, die Mause vor, wihrend
und nach dem Eingriff seitens der Arbeitsgruppe — neben der Routineversorgung durch die
Tierpfleger des TARC — alleinig beaufsichtigt und betreut. Alle hierfiir relevanten Dokumen-
tationen sind von Frau Mockel gefiihrt worden.

Sie hat in Bezug auf die in der Publikation dargestellten Ergebnisse die Organentnahme so-
wie RNA-Isolation durchgefiihrt, den Probentransport, die Beauftragung der Sequenzierung bei
der StarSEQ GmbH in Mainz und den Datentransfer sowie die Datenarchivierung der bioinfor-
matischen Rohdaten organisiert. Frau Mdckel hat auBBerdem die zur Auswertung nétigen Ana-
lysen geplant. Die Aufbereitung der bioinformatischen Rohdaten und Analysen wurden von
Herrn Dr. Sebastian Boegel durchgefiihrt. Die dafiir ndtige Software wurde von ihm ausgewahlt
und verwendet. Alle zur Auswertung notigen Datensidtze wurden Frau Mockel zur weiteren
Bearbeitung zur Verfiigung gestellt.

Frau Mockel hat die Daten gesichtet, ausgewertet, interpretiert und in den Kontext der un-
tersuchten akuten Nierenschidigung gesetzt. Die Visualisierungen der Ergebnisse wurden von
Frau Mdckel erdacht und von Herrn Dr. Boegel umgesetzt. Die in der Publikation verwendete

Abbildung Fig 1 wurde von Frau Mdckel mit BioRender.com erstellt. Frau Mockel und Herr

Dr. Boegel waren gemeinsam fiir die Validierung der Ergebnisse zustidndig. Anhand der Ergeb-
nisse hat Frau Mockel eigenstindig den Manuskript-Entwurf der vorliegenden Publikation er-

stellt und Herrn Dr. Sebastian Boegel wie Herrn Prof. Dr. Andreas Schwarting zur Revision
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vorgelegt. Frau Méckel hat die anschlieBende Uberarbeitung vorgenommen und die finale Fas-
sung des Manuskripts eingereicht. Dabei fiihrte sie bis zur Veroffentlichung die gesamte Kom-
munikation mit den Gutachtern und dem Journal.

Die Darlegung des Eigenanteils der Promovendin Tamara Mdckel an der Publikation
Transcriptome analysis of renal ischemia/reperfusion (I/R) injury in BAFF and BAFF-R defi-
cient mice wurde vom Betreuer Herrn Prof. Dr. Andreas Schwarting in der hier vorliegenden

Fassung gelesen und bestatigt.

5.2 Transcriptome Analysis of BAFF/BAFF-R System in
Murine Nephrotoxic Serum Nephritis

Die Publikation Transcriptome Analysis of BAFF/BAFF-R System in Murine Nephrotoxic
Serum Nephritis wurde am 16. Mai 2024 im International Journal of Molecular Science verdf-
fentlicht. Nachdem die Untersuchungsergebnisse der ersten Publikation auf einen positiven Ef-
fekt des BAFF-Knockouts und somit auf einen Zusammenhang mit immunologischen Signal-
wegen hindeuteten [67], wurde eine Nierenschddigung, hervorgerufen durch einen immunolo-
gischen Reiz, untersucht. Durch die Injektion eines Nephrotoxischen Serums konnte die chro-
nische Phase einer Nierenschidigung in Bezug auf die Rolle von BAFF und des BAFF-R un-
tersucht werden [88]. Transkriptomanalysen der Nieren von BAFF-ko- und BAFF-R-ko-Méu-
sen wurden im Vergleich zu den Nieren eines Wildtyp-Stamms ausgewertet. Dabei konnten die

Expressionsmuster dargestellt und potenzielle, prognostische Biomarker detektiert werden.
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Abstract: Chronic kidney disease (CKD) is an emerging cause for morbidity and mortality worldwide.
Acute kidney injury (AKI) can transition to CKD and finally to end-stage renal disease (ESRD).
Targeted treatment is still unavailable. NF-xB signaling is associated with CKD and activated by B
cell activating factor (BAFF) via BAFF-R binding. In turn, renal tubular epithelial cells (TECs) are
critical for the progression of fibrosis and producing BAFF. Therefore, the direct involvement of the
BAFF/BAFF-R system to the pathogenesis of CKD is conceivable. We performed non-accelerated
nephrotoxic serum nephritis (NTN) as the CKD model in BAFF KO (B6.129S2-Tnfsf13b""Ms¢ /]), BAFF-
R KO (B6(Cg)-Tnfrsf13c"™Mass /1) and wildtype (C57BL/6]) mice to analyze the BAFF/BAFE-R system
in anti-glomerular basement membrane (GBM) disease using high throughput RNA sequencing. We
found that BAFF signaling is directly involved in the upregulation of collagen IIT as BAFF ko mice
showed a reduced expression. However, these effects were not mediated via BAFF-R. We identified
several upregulated genes that could explain the effects of BAFF in chronic kidney injury such as
Txnip, Gpx3, Igfbp7, Ccn2, Kap, Umod and Renl. Thus, we conclude that targeted treatment with
anti-BAFF drugs such as belimumab may reduce chronic kidney damage. Furthermore, upregulated
genes may be useful prognostic CKD biomarkers.

Keywords: BAFF; BAFF-R; NTS; NTN; CKD; GN

1. Introduction

In general, kidney injuries can be classified into the following two types: acute kidney
injury (AKI) and chronic kidney injury (CKD). AKI is associated with bacterial infection,
sepsis or ischemia/reperfusion (I/R) injury, whereas CKD is primarily caused by diabetic
complications, hypertension, obesity or autoimmunity [1]. Thus, AKI and CKD differ in
their initiating events. CKD affects more than 10% of the global population in developed
countries [2] and is an emerging cause for morbidity and mortality worldwide as targeted
treatment is still unavailable [3-5]. Currently, CKD is defined as abnormalities of kidney
function or structure, which is present for more than three months [6] and an estimated
glomerular filtration rate (eGFR) less than 60 mL/min/1.73 m? on at least two occasions
90 days apart [7]. According to the GFR level, the severity of CKD is classified into five
stages. In the case of a transition to end-stage renal disease (ESRD), patients require renal
replacement therapy in the form of lifelong hemodialysis or renal transplantation.

Glomerulonephritis (GN) includes immune-mediated diseases and is characterized
by damage to the glomerular compartment of the renal nephrons [8]. Acute GN accompa-
nies hypertension, proteinuria and hematuria, whereas GN with podocyte injury causes
nephrotic syndrome with massive proteinuria [9]. Both can lead to CKD and irreversible
kidney failure [10,11]. In general, GN can be divided into the following five categories
according to Anders et al.: infection-related, autoimmune, alloimmune, autoinflamma-
tory and monoclonal gammopathy-related GN [9]. Autoimmune GN is characterized
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by the response of the adaptive immune system against several self-antigens, which can
be expressed in the kidney itself or systemically. Lupus nephritis (LN) is a form of au-
toimmune GN, characterized by the loss of tolerance to chromatin components and other
self-antigens [12]. Although several drugs are currently under evaluation in clinical trials,
overview given in [9], treatment options are limited and still focused on glucocorticoids to
control activity, which are nonspecific and show side effects.

In the context of the progression of renal fibrosis in kidney diseases, the focus was ini-
tially on (myo)fibroblasts. In the meantime, several studies showed that tubular epithelial
cells (TECs) also play an important role [13]. Furthermore, it is assumed that TECs manage
the progression from acute to chronic renal disease [14]. It is shown that in case of mild
and transient injury, TECs manage the regeneration and therefore regain the kidney func-
tion [15,16]. However, TECs undergo maladaptive repair and thus exacerbate renal fibrosis
when injury is severe and persists [16-18]. An overview of the intracellular pathways
involved in TECs upon injury and that foster renal fibrosis are summarized in the review
of Qi and Yang [19]. There is evidence suggesting that the severity and frequency of TECs
injury defines whether repair mechanisms lead to recovery or progression of fibrosis [20].
Nevertheless, the progression of renal fibrosis in CKD is not fully understood so far.

NF-xB signaling is activated by an increase in inflammatory cytokines and associated
with chronic diseases like CKD [21]. In the case of type 2 diabetic nephropathy, the NF-«xB
pathway is activated in renal TECs and significantly correlates with interstitial inflammation
and proteinuria [22]. In general, an upregulation of NF-xB is described in many different
renal diseases like IgA nephropathy, crescentic GN, LN, minimal change disease and
membranous nephropathy [23]. Suppressing NF-«B with the inhibitor JSH-23 reduces the
production of inflammatory cytokines and alleviates renal inflammation [24-26].

The B cell activating factor BAFF activates the non-canonical as well as canonical
NF-xB pathway via BAFF-R binding [27-29] and promotes the activation, differentiation
and survival of B cells [30,31]. Therefore, BAFF is a key therapeutic target for several
autoimmune diseases [32,33]. Blocking BAFF reduced the glucocorticoid dosage and pre-
vented organ damage in SLE patients [34]. Furthermore, BAFF IgG complexes correlated
with disease activity in SLE patients [35]. BAFF plays a role in LN by inducing renal tertiary
lymphoid structures (TLSs) and regulating the position of T cells within glomeruli [36].
Renal pathology is associated with elevated BAFF production from cells within kidneys, the
renal infiltration of immune cells, and the development of TLSs and glomerular deposits of
IgG/C3. Furthermore, patients with proliferative LN can be classified into three different
groups; one is the BAFF-dominant group [37]. BAFF and its receptors showed differential
expression patterns according to LN classes [38]. Pathological class II of LN kidney biop-
sies showed tubulointerstitial BAFF and BCMA expression, but no expression of BAFF-R
or TACI. For class III biopsies, tubulointerstitial BAFF, BCMA and TACI expression was
detected as well as the glomerular expression of BAFF and TACI. The class IV expression
pattern of BAFF and TACI was similar to class III, but glomerular BAFF and TACI expres-
sion was higher and BAFF-R was expressed interstitial. In the case of class V biopsies, BAFF
and BCMA were expressed interstitial as well as glomerular, while TACI was expressed
only glomerular and no BAFF-R expression was detected [38]. For IgA nephropathy, it is
known that BAFF enhances the expression of fibroblast factors in kidneys by activating
the TRAF6/NF-«B signaling pathway [39]. BAFF activates B cells through the NF-xB
signaling pathway to secrete excess IgA1, which leads to IgA nephropathy-like alterations
in mouse kidneys [40]. B cell activation and elevated BAFF levels are present in patients
with IgA nephropathy [41,42]. There is considerable evidence that BAFF contributes to the
pathogenesis of glomerulonephritis [43]. In patients with glomerulonephritis, BAFF levels
are higher, and receptors are increased in the tubulointerstitial area [44].

Renal TECs are critical for the progression of renal fibrosis and produce the cytokine
BAFF [45]. Taking into account that BAFF also has regulatory functions, it is conceivable
that the BAFF/BAFF-R system is directly involved in the pathogenesis of chronic kidney
diseases like GN. With regard to B cell-directed therapies, belimumab, a monoclonal
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antibody (mAb) against the B cell activating factor (BAFF), was approved by the FDA firstly
as a biologic for adult (2011) and pediatric (2019) SLE patients [46-48] and additionally for
adult (2020) and pediatric (2022) LN patients [47].

Against this background, our study was focused on investigating the cytokine BAFF
and its receptors during renal fibrosis processes in the CKD model of nephrotoxic serum
nephritis (NTN). The underlying model of this study is based on the non-accelerated
murine nephrotoxic serum nephritis (NTN) model, which was developed as an acute
model of GN [49-52] and evaluated as a CKD model by Ougaard et al. [53]. Pathogenesis
is initiated by anti-glomerular IgGs that impair the glomerular filtration barrier and induce
proteinuria and inflammation. The advantage of our study is the fact that investigations
of the BAFF/BAFF-R system in autoimmune GN were carried out in mice not prone to
autoimmunity, which enabled us to focus exclusively on the initiated mechanism of GN.

By using high throughput sequencing and following bioinformatical analyses with
well-established in silico methods, we tried to identify among the multitude of genes those
that have the greatest potential to be evaluated as useful biomarkers in further studies.
Furthermore, we generated hypotheses concerning conspicuous genes in fibrotic kidneys
relevant for CKD progression and the influence of BAFF as well as BAFF-R knockout for
fibrosis progression in kidney disease.

2. Results

In order to evaluate the role of the BAFF/BAFF-R system during the chronic phase of
renal fibrosis, a murine CKD model was performed. Therefore, the renal transcriptome of
BAFF and BAFF-R knockout (ko) mice was analyzed and compared to mice of a wildtype
(wt) strain, 21 days after a single intravenous tail injection of nephrotoxic serum (NTS). A
total of 35827 genes were analyzed, thereby 51 up-(log2FC > 1, p < 0.05) and 53 downregu-
lated (log2FC < —1, p < 0.05) genes detected in BAFF ko kidneys versus wildtype and 77
up-(log2FC > 1, p < 0.05) and 82 downregulated (log2FC < —1, p < 0.05) genes in BAFF-R
ko kidneys compared to the wildtype (Figure 1).

Fibrosis marker collagen III (Col3a1) was expressed in the kidneys of all three strains
(Figure 2). The expression level in the BAFF-R ko (median: 32.5 TPM) and wildtype
(median: 35.5 TPM) was similar and higher in comparison to the BAFF ko kidneys (median:
25.5 TPM).

Furthermore, based on the limited knowledge of triggers and predictive biomarkers
concerning the turnover of AKI to CKD, sequencing should provide prominently regulated
genes as potential markers. Thereby, we identified the following seven genes: Gpx3, Igfbp7,
Ccn2, Kap, Umod, Ren1 and Txnip (Figure 3).

The identified genes Gpx3, Igfbp7 and Ccn2 showed similar expression levels in BAFF
ko (Gpx3 median: 17698 TPM, Igfbp7 median: 1630, Ccn2 median: 46 TPM) and wildtype
(Gpx3 median: 17578 TPM, Igfbp7 median: 1673, Ccn2 median: 44.5 TPM) and an upregula-
tion in BAFF-R ko (Gpx3 median: 20080 TPM, Igfbp7 median: 1832, Ccn2 median: 63 TPM)
as compared to the other two strains (Figure 3).

In contrast, the two genes Kap and Umod showed higher expression levels in wildtype
kidneys (Kap median: 21030 TPM, Umod: 3493 TPM) compared to BAFF (Kap median: 16578
TPM, Umod: 3009 TPM) and BAFF-R (Kap median: 14703 TPM, Umod: 2747 TPM) knockout
strains (Figure 3). Identified gene Renl exhibited the opposite expression pattern with a
lower median expression level in wildtype (median: 55 TPM) compared to BAFF (median:
122 TPM) and BAFF-R (128 TPM) ko mice (Figure 3).
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Figure 1. Volcano plots visualizing differentially regulated genes in kidneys 21 days after adminis-
tration of nephrotoxic serum. (A) BAFF-R KO (B6(Cg)-Tnfrsﬂ3c”"1M“ss /]) vs. wildtype (C57BL/6]).

(B) BAFF KO (B6.12952-Tnfsf13b"Ms¢ /) vs. wildtype (C57BL/6]) strain.
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Figure 2. Collagen III expression in kidneys 21 days after administration of nephrotoxic serum
in BAFF KO (B6.12952-Tnfsf13b™mIMsc /1) BAFF-R KO (B6(Cg)-Tnfrsf13cm‘1Mass /]) and wildtype
(C57BL/6]) strain visualized as transcripts per million (TPM). Col3a1: Collagen Type III Alpha 1. ko:

knockout, wt: wildtype. Each point shows one sample.
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Figure 3. Identified genes in kidneys 21 days after administration of nephrotoxic serum in BAFF
KO (B6.12952-Tnfsf13btmIMsc /T) BAFF-R KO (B6(Cg)-Tnfrsf13ctmIMass /Ty and wildtype (C57BL/6])
strain, visualized as transcripts per million (TPM). Gpx3: Glutathione Peroxidase 3, Igfbp7: Insulin-
Like Growth Factor Binding Protein 7, Ccn2: Cellular Communication Network Factor 2, Kap: Kidney
androgen regulated protein, Umod: Uromodulin, Ren1: Renin, Txnip: Thioredoxin Interacting Protein.
ko: knockout, wt: wildtype. Each point shows one sample.

The Txnip expression level was the lowest in BAFF ko kidneys (median: 143 TPM) and
similar in BAFF-R ko (median: 168 TPM) and wildtype (median: 174 TPM) mice (Figure 3).

In addition, the TNF superfamily member TWEAK (Tnfsf12) and its receptor (Tnfrsfl2a)
were expressed in the kidneys of the three mouse strains (Figure 4). Thereby, the expression
of TWEAK and its receptor were similar in BAFF ko (Tnfsf12 median: 28.5 TPM, Tnfrsfl2a
median: 12 TPM), BAFF-R ko (Tnfsf12 median: 32.5 TPM, Tnfrsf12a median: 19.5 TPM)
and wildtype kidneys (Tnfsf12 median: 29 TPM, Tnfrsfl2a median: 14 TPM). However, the
expression of TWEAK was higher compared to the expression level of the receptor in all
three strains.
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Figure 4. Analyzed genes (TWEAK/TWEAK receptor system) of kidneys 21 days after the ad-
ministration of nephrotoxic serum in BAFF KO (B6.12952-Tnfsf13b™mIMsc /1y BAFE-R KO (B6(Cg)-
Tnfrsf13ct™IMass /1) and wildtype (C57BL/6]) strain, visualized as transcripts per million (TPM).
Tnfsf12: TWEAK, Tnfrsfl2a: TWEAK receptor. ko: knockout, wt: wildtype. Each point shows
one sample.

3. Discussion

In our previous work [54], we investigated the BAFF/BAFF-R system during acute
kidney injury (AKI) by using the ischemia/reperfusion (I/R) model. In the present study,
we now focus on the cytokine BAFF and its receptors during renal fibrosis processes
in the chronic kidney disease (CKD) model of nephrotoxic serum nephritis (NTN). The
transcriptome of BAFF ko, BAFF-R ko and wildtype kidneys was analyzed 21 days after
the administration of nephrotoxic serum with regard to differentially expressed genes.

Ougaard et al. have recently reported that NTN originally associated with acute
kidney glomerulonephritis can serve as an excellent model for CKD [53]. An advantage of
our study design was the fact that used strains were not prone to autoimmunity, which
enabled us to discover the impact of the BAFF/BAFEF-R system during autoimmune GN
without genetic determined autoimmune influence.

As expected, all strains showed an expression of collagen III (Col3a1) as evidence for
the development of renal fibrosis in the chronic phase of kidney injury. Interestingly, the
expression level of Col3a1 was lower in BAFF ko kidneys compared to BAFF-R ko and
wildtype kidneys. This finding indicates that the knockout of the cytokine BAFF seemed to
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improve chronic kidney damage by reducing the development of renal fibrosis. It is known
that the inhibition of BAFF attenuates fibrosis in scleroderma [55]. In systemic sclerosis,
BAFF promotes collagen and profibrotic marker expression by dermal fibroblasts [56].
A study of Thapa et al. in 2020 showed that targeting BAFF attenuates autoantibody
production which is associated with cholestatic liver disease and that BAFF is a potential
target for hepatic fibrosis [57]. Furthermore, it is known that B cells promote myocardial
collagen type I and III expression [58].

The same expression pattern was detected for Thioredoxin Interacting Protein (Txnip).
This gene showed the lowest gene expression in kidneys of the BAFF ko strain, whereas
the expression in the BAFF-R ko and wildtype was similar. Txnip is a regulator of cellular
redox signaling and thus protects cells from oxidative stress. The expression of Txnip
is upregulated in kidneys after unilateral ureteral obstruction (UUO) and the knockout
mice were protected [59]. Therefore, Txnip seems to play a role in renal fibrosis and pro-
gression to CKD. Txnip expression significantly increased in human proteinuric kidney
diseases like focal segmental glomerulosclerosis (FSGS), membranous nephropathy (MN)
and diabetic nephropathy (DN) [60]. Its inhibition by CHOP deletion suppresses NLRP3 in-
flammasome activation and p-ASK1-dependent mitochondrial apoptosis, which decreased
albuminuria and improved renal function in nephrotic syndrome (NS) [60]. Furthermore,
UUO-induced renal inflammation is suppressed by inhibiting the activation of NF-xB and
NLRP3 inflammasome [59]. Txnip interacts with STAT3 and promotes STAT3 signaling
pathway-activated profibrotic response [61]. The upregulation of Txnip is observed and
implicated in pathological pathways in vivo and in vitro in NS, UUO-induced renal fibro-
sis, aging-related renal fibrosis and the DN model, as well in human proteinuric kidney
disease. The genetic deletion of Txnip resulted in reduced oxidative stress, renal fibrosis and
extracellular matrix accumulation, podocyte injury and inflammation [59]. The lower Txnip
expression in BAFF ko kidneys may imply that the absence of BAFF mediated protective
effects. Interestingly, the higher expression in BAFF-R ko suggests that BAFF signaling
worsened the outcome, but that this signaling is not mediated via BAFF-R. The fact that
Txnip expression in wildtype kidneys was similar to its expression pattern in BAFF-R ko
strain kidneys supports this hypothesis. Furthermore, we have recently observed similar
effects in BAFF and BAFF-R ko mice in a model of acute kidney injury [54].

In addition, even Gpx3, Igfbp7 and Ccn2 showed this expression pattern with a higher
expression level in BAFF-R ko compared to BAFF ko kidneys. Glutathione Peroxidase
3 (Gpx3) is a selenoprotein and catalyzes the reduction of organic hydroperoxides and
hydrogen peroxide via glutathione, therefore protecting cells against oxidative damage.
It is primarily secreted by renal TECs of the proximal section [62,63] and binds in vitro as
well as in vivo to the basement membrane of proximal and distal TECs in the renal cortex
of mice [64]. A related pathway is the cellular response to stimuli and the activity of Gpx3,
which is associated with CKD. In CKD patients, the level of Gpx3 is reduced compared to
healthy individuals [62,65]. Another study detected Gpx3 upregulation after an I/R injury
of the kidney in mice [66]. Therefore, a higher expression of Gpx3 in BAFF-R ko kidneys
may imply that the induced renal damage was larger and led to a higher Gpx3 expression
in order to compensate. However, expression level alone provides no information about
the function and activity at protein level. Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 7
(Igfbp7) stimulates cell adhesion and is related to cellular response to stimuli pathway as
well. Besides Timp-2, Igfbp7 was the first urinary biomarker for risk stratification with
regard to developing AKI, which was approved in 2014 by the FDA [67,68]. The expression
level of Igfbp7 was high in all three strains, but highest in BAFF-R ko. Again, this could
mean that damage in this strain was larger compared to the BAFF ko and wildtype strain,
which led to the higher Igfbp7 expression. The Cellular Communication Network Factor 2
(Ccn2) is a component of the extracellular matrix (ECM), involved in cellular signaling and
related to renal fibrosis [69-71]. Therefore, Ccn2 is discussed as a fibrotic biomarker [72,73].
Mouse studies revealed that Ccn2 binds to renal TECs and thereby contributes to renal
damage [74]. Against this background, the expression pattern of Ccn2 in our study would
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mean that damage in BAFF-R ko kidneys induced by the administration of NTS was higher
compared to BAFF ko and wildtype kidneys.

Our finding of lower expression levels in BAFF ko kidneys which indicates a protective
effect with regard to renal fibrosis is in line with the literature. In the case of IgA nephropa-
thy, BAFF enhances the expression of fibroblast factors by activating the TRAF6/NF-xB
signaling pathway in a rat model [39]. It is also known that BAFF activates B cells through
the NF-«B signaling pathway in patients with IgA nephropathy [40] and that B cell activa-
tion and elevated BAFF levels are present in these patients [41,42]. Plasma levels of BAFF
positively correlated with the Katafuchi score. In GN patients, BAFF levels are higher and
receptors increased in tubulointerstitial area [44]. BAFF exerted a proliferative effect on
human mesangial cells in vitro through BAFF-R; therefore, BAFF may contribute to the
pathogenesis of glomerulonephritis [43]. In addition, anti-BAFF therapy with belimumab
was recently approved for the use in LN due to its beneficial effects [75].

However, in our study, we did not find any evidence of BAFF-R (Tnfrsf13c) or BCMA
(Tnfrsf17) expression, as there were no reads mapping to these transcripts in the major-
ity of mice over all conditions. In contrast, the expression of TACI (Tnfrsf13b) cannot be
excluded (Figure S1). Nevertheless, in regard to TNF superfamily members, TWEAK
(Tnfsf12) was detected on RNA level as well its receptor (Tnfrsfl2a). It is known that the
TWEAK/TWEAK receptor pathway plays a role in the pathogenesis of nephritis [76]. Anti-
TWEAK treatment with monoclonal antibodies (mAb) attenuated glomerular and tubular
damage and tubulointerstitial fibrosis. The TWEAK/Fn14 pathway promotes mesangial
cell proliferation, vascular cell activation and renal cell death [76]. The anti-TWEAK mAb
administration into WT mice in the NTN model ameliorated proteinuria and improved
kidney histology, and decreased glomerular Ig deposition, macrophage infiltrates and
tubulointerstitial fibrosis [76]. Fn14 is induced in injured and diseased tissue, expressed
by mesangial cells, podocytes, endothelial cells and tubular cells [77-80]. TWEAK can
promote tubular cell death [81,82] and protein levels elevated in lupus patients with active
nephritis, and can increase during nephritic flares [83,84]. TWEAK and Fn14 mRNA is
upregulated in glomerular and tubular compartments in human LN [85]. For one thing,
autophagy in renal fibrosis can degrade unnecessary or dysfunctional components and
therefore prevent cell apoptosis. Apart from that, it is also possible that damaged TECs
do not undergo apoptosis and thus survive via autophagy. Thereby, TECs undergo mal-
adaptive repair, phenotype changes and TECs, producing proinflammatory and profibrotic
cytokines. Finally, renal fibrosis aggravates [86]. Furthermore, the senescence of TEC in
CKD is induced by hypertension, diabetes or IgA nephropathy [16]. The characteristics of
senescence are cell cycle arrest at the G2/M phase and the secretion of proinflammatory
and profibrotic factors [16-18], which links tubular cell senescence with renal fibrosis. For
the above-mentioned reasons, it can be assumed that besides the cytokine BAFF, even
TWEAK and TWEAK receptor signaling is related to the chronic phase of renal disease.
The chronological order of these events has to be further investigated.

In addition, three further genes—Kap, Unod and Renl—were detected in our analyses.
The expression pattern of Kidney androgen regulated protein (Kap) and Uromodulin (Umod)
was similar to each other. Higher gene expression was detected in the wildtype strain,
whereas expression level was lower and similar in BAFF and BAFF-R ko kidneys. In the
case of Renin (Renl), expression levels were also similar in BAFF and BAFF-R ko kidneys,
but higher in comparison to the wildtype. Kap is expressed in the proximal section of
TECs [87] and its function is unknown so far. It seems to be critical for cardiovascular-renal
homeostasis, and the overexpression of Kap induces hypertension [88]. Studies showed
glomerulosclerosis and proteinuria in transgenic mice [89]. A protective role is discussed
as well. It was shown that Cyclosporin A (CsA) induces the downregulation of Kap in the
S3 segment of proximal TECs, which led to damage and toxicity [90].

Umod is produced in kidneys by cells of thick ascending limbs and distal tubules. It
may act as an inhibitor of calcium crystallization in renal fluids and its excretion in urine
may provide defense against urinary tract infections. Umod plays a role in glomerular
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filtration, kidney development, and organ and tissue specific immune response, and is as-
sociated with tubulointerstitial kidney disease, nephritis, and renal tubular atrophy [91,92].
Umod may serve as a receptor for the binding and endocytosis of cytokines and TNE. Stud-
ies showed that single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the Umod gene are associated
with GFR and CKD [93,94]. The serum levels of Umod are higher in CKD patients [95].
Nevertheless, protective effects are discussed as well. Umod knockout mice, undergoing
ischemia/reperfusion (I/R) injury, showed more inflammation, tubular necrosis and a
greater impairment of kidney function [96]. Without knowing the precise role of Kap and
Umod in our model, we cannot derive the meaning of the expression pattern. Whether
the lower expression levels of BAFF and BAFF-R ko are synonymous with enhancement
(Kap and Umod negative effects) or worsening (Kap and Umod positive effects), it is not
clear. Renin is secreted by kidneys, plays a role for regulation of blood pressure [97] and
electrolyte balance and is associated with renal tubular dysgenesis, tubulointerstitial kidney
disease and chronic kidney disease [98]. Mutations in the REN gene lead to a predisposition
to develop AKI [99]. Our results support the need for further analyses on protein level with
regard to use of Renin as a prognostic biomarker.

The following table summarizes the analyzed genes and expression pattern with
regard to BAFF and BAFF-R ko (Table 1).

Table 1. Overview of analyzed genes and expression pattern with regard to BAFF and BAFF-R ko.

Gene Expression Current Status References
; lower in BAFF ko n ; , : o
Txnip BATE-R ko and wt s sl associated with kidney disease [59-61]
higher in BAFF-R ko . .
Gpx3 BAFFE ko and wt similar associated with CKD [62-66]
higher in BAFF-R ko . .
Igfbp7 BAFFE ko and wt similar approved urinary biomarker [67,68]
higher in BAFF-R ko related to renal fibrosis,
Gz BAFF ko and wt similar discussed as fibrotic marker Lgi
Ka higher in wt unknown function, expressed in [87-90]
P BAFF and BAFF-R ko similar proximal section of TECs
Umod hignesTet associated with kidney disease [91-96]

BAFF and BAFF-R ko similar

lower in wt i ;
1 Q _()()
Renl BAFF and BAFE-R ko similar associated with kidney disease [97-99]
Txnip: Thioredoxin Interacting Protein, Gpx3: Glutathione Peroxidase 3, Igfbp7: Insulin-Like Growth Factor
Binding Protein 7, Ccn2: Cellular Communication Network Factor 2, Kap: Kidney androgen regulated protein,
Umod: Uromodulin, Ren1: Renin. ko: knockout, wt: wildtype.

In summary, our analyses suggest the involvement of BAFF in CKD, and that besides
the BAFF/BAFF-R system even the TWEAK and TWEAK receptor play a role in the
chronic phase of GN. With regard to collagen III expression, BAFF ko seems to improve
the outcome. From a clinical point of view, this would be an argument in favor of the early
use of belimumab in lupus nephritis. Further investigations with larger sample sizes and
different time points after the administration of the nephrotoxic serum are needed to verify
this hypothesis and learn more about the chronological order of transition from AKI to CKD.
In the present study, only female mice were analyzed. In regard to Ougaard et al. [53], no
differences in disease progression between sexes were observed for the performed model.
In addition, in our previous work, we could not find any evidence on the RNA level that
indicated that female hormones influence the results in an acute kidney injury model using
BAFF and BAFF-R ko mice [54]. With regard to the detection of Txnip, Gpx3, Ccn2, Kap,
Umod and Ren1, further analyses are needed to rule out that detection is not restricted to
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RNA level and that they are not only upregulated in the chronic phase of kidney injury, so
that they can be used as prognostic biomarkers to predict the transition from AKI to CKD.

4. Materials and Methods
4.1. Ethical Statement

The conducted study, concerning the housing, breeding, handling and experimental
procedures, was approved by the local authority (Landesuntersuchungsamt Rheinland-
Pfalz, reference number 23 177-07/G 18-1-024), as well as being conducted in accordance
with EU Directive 2010/63/EU and the German Animal Welfare Act.

4.2. 3R Principle

Each cage was fitted with nesting material and a shelter in the form of a tube. If possi-
ble, mice were kept as a minimum in pairs and as far as possible together with littermates.
Before starting the experiment, animals were placed in the designated surrounding for at
least 7 days to allow an adaptation to the new environment. The habituation to the experi-
menter was achieved through animal-friendly handling. The necessary fixation procedures
were also carefully trained 3-5 days a week. During the trial, in addition to the daily visual
inspection, regular trial-specific scoring was carried out by the trial staff in accordance with
the available score sheet, including clear instructions for action. In addition, the veterinary
service of the University Medical Center was available 24 h a day. If new methods became
known in the course of training that could contribute to reducing pain, suffering or harm
to animals in experiments, these were implemented in consultation with the animal house
management and animal welfare officer if necessary, after official approval.

4.3. Laboratory Animals

All three strains used were purchased from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
USA). The study was performed with female BAFF KO (B6.129S2-Tnfsf13b""1Ms¢ /], RRID:
IMSR_JAX:010572, [100,101]), BAFF-R KO  (B6(Cg)-Tnfrsf13c!™IMass /], RRID:
IMSR_JAX:007212, [102]) and wildtype (WT), common name B6 (C57BL/6], RRID:
IMSR_JAX:000664, [103]), mice. Housing occurred in a specific-pathogen-free (SPF) unit
under standardized conditions (12/12 h light/dark cycle, room temperature 22 + 2 °C,
humidity 50-70%) in individually ventilated cages (IVCs). Food and water were autoclaved
and supplied ad libitum. The experimental procedure was carried out with eight-week-old
female BAFF KO, BAFF-R KO and WT mice. For this purpose, the mice were housed in a
conventional unit under the same standardized conditions (12/12 h light/dark cycle, room
temperature 20 = 2 °C, humidity 50-70%) in filtertop cages.

4.4. Experimental Study Design

In order to investigate the BAFF/BAFF-R system in chronic kidney disease, a nephrotoxic
serum nephritis (NTN) model was performed in the BAFF KO (B6.129S2-Tnfsf13b"1Msc /1),
BAFF-R KO (B6(Cg)—Tnfrsf13c“”1M“55 /]) and wildtype (C57BL/6]) mice (six animals per
strain). Then, 21 days after the administration of the nephrotoxic serum, transcriptome
analyses of the kidneys were carried out to evaluate differential gene expression (Figure 5).
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Figure 5. Performed nephrotoxic serum nephritis (NTN) model and bioinformatical analyses. Ad-
ministration of nephrotoxic serum by single injection into tail vein was performed in BAFF KO
(B6.129S2-Tnfsf13b!"1Mse /T), BAFF-R KO (B6(Cg)-Tnfrsf13c!"Mass /T) and wildtype (C57BL/6]) mice.
Transcriptome analyses of the kidneys of all three strains were carried out after 21 days. Created with
BioRender.com.

4.5. Nephrotoxic Serum Nephritis (NTN)

Ougaard et al. [53] evaluated the non-accelerated murine nephrotoxic serum nephritis
(NTN) model, which was performed in this study. For the induction of passive anti-
GBM (glomerular basement membrane) nephritis, a Sheep Anti-Rat Glomerular Basement
Membrane (GBM) Serum (Cat. No. PTX-001AGBM, Probetex Inc., San Antonio, TX,
USA) was used. Deposits of heterologous IgGs in GBM appear within minutes and the
intensity increases the following three to five days. Proteinuria is detected after 24 h. The
glomerular localization of autologous IgGs is observed after eight to ten days. Glomerular
crescents appear after three weeks and lead to glomerulosclerosis [104]. In our study,
the eight-week-old female BAFF KO, BAFF-R KO and WT mice were weighed and fixed
in a restrainer (Cat. No. 100680, G&P Kunststofftechnik GbR, Kassel, Germany). The
tail was dipped into water at body temperature in order to improve blood circulation
so that the veins became pronounced. Before the single administration of nephrotoxic
serum (NTS), the tail was disinfected with 70% ethanol. According to GV-SOLAS [105],
an allowed maximum volume of 5 uL NTS at body temperature per g body weight were
injected into the tail vein. After that, the mice were observed for the following 21 days.
Analgesic Buprenorphine (Temgesic, PZN 345928, Indivior, North Chesterfield, VA, USA)
was only applied if necessary. Spot urine was collected 21 days after the injection of
nephrotoxic serum to determine proteinuria. Median ACR (Albumin Creatinine Ratio) was
between 30 and 300 mg/g according to KDIGO [6]. The mice were sacrificed via cervical
dislocation, both kidneys were removed, partly shock frozen and stored at —80 °C until
RNA sequencing.

4.6. RNA Isolation

As described in our previous work [54], shock frozen kidney tissue was initially
homogenized in Lysis Solution RL (part of innuPREP RNA Mini Kit, Cat. No. 845-KS-
2040250, Analytik Jena GmbH, Jena, Germany) with Tissue Lyser LT (Qiagen N.V., Venlo,
The Netherlands). After that, the isolation of total RNA was proceeded with the same kit
(details given above) according to the manufacturer’s manual. Finally, the concentration
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and purity of RNA was determined with NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA).

4.7. RNA Sequencing

The quality check, sequencing and provision of data as FASTQ files were carried out
by StarSEQ GmbH (Mainz, Germany) as described in our previous work [54]. An Agilent
RNA 6000 Nano Kit (Cat. No. 5067-1511) and Agilent 2100 Bioanalyzer (kit and device
from Agilent, Santa Clara, CA, USA) were used for measuring the RNA integrity number
(RIN). By using a Qubit RNA High Sensitivity (HS) Assay Kit (Cat. No. Q32855) and
Qubit 4 Fluorometer (kit and device from Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA), the concentration of RNA was determined. For library preparation, an NEBNext
Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina with unique dual index primer
pairs (Cat. No. E7760L, New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, USA) was used, and
the concentration as well as quality were defined with a Qubit 4 Fluorometer by using a
Qubit dsDNA HS Assay Kit (Cat. No. Q32854, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA)
and QIAxcel Instrument with QIAxcel ScreenGel 1.5.0 Cartridge (Qiagen N.V., Venlo,
Netherlands). The paired-end sequencing of RNA (150 bp read length, approximately
25 million reads per sample (usually more)) was run on Illumina NextSeq 2000 (Illumina,
San Diego, CA, USA).

4.8. Bioinformatical and Statistical Analyses

Six samples of each strain were investigated in the following bioinformatical analyses.
The paired-end RNA Seq data were analyzed on a MacBook with kallisto 0.46.1 [106]
using Ensemble Transcriptome v96 mus musculus (https://github.com/pachterlab /kallisto-
transcriptome-indices /releases, accessed on 13 April 2024) as a reference, manually deleting
transcript sequences from hemoglobin chains. The analysis was carried out with R (version
4.1.2) using DeSeq_2 [107] for differential gene expression analysis. Based on read counts
for each gene in each sample, DeSeq2 generates a generalized linear model of the negative
binomial family, followed by several mathematical steps (normalization, estimation of
gene-wise dispersion, shrinkage estimation of logarithmic fold changes, Fisher estimation,
Wald test and Cook’s distance for outlier detection, adjusting for multiple testing using the
procedure of Benjamini and Hochberg [108]). The output of the tool is a log2foldchange as
well as an adjusted p-value for each gene and thus reflects the variability in gene expression
of a particular gene within a group and between groups [107]. Volcano plots were made
with the Bioconductor package “Enhanced Volcano” [109]. The figures were produced with
ggplot2 [110]. All scripts and gene expression data to reproduce the figures and analysis are
available at https://github.com/sebboegel /nts_moeckel_2024 (accessed on 13 April 2024).

5. Conclusions

We can conclude that BAFF is involved in CKD, but signaling is not mediated via BAFF-
R. Besides the BAFF/BAFF-R system, even the TWEAK/TWEAK receptor axis seems to be
involved in autoimmune GN and therefore chronic kidney disease. The identified genes
Txnip, Gpx3, Ccn2, Kap, Umod and Ren1 may be useful biomarkers and should be further
analyzed with regard to the transition from acute to chronic kidney disease. Understanding
the processes and interaction of participating networks during the transition from AKI to
CKD will be the key to deduce prognostic biomarkers, which will enable the recognition
and initiation of therapy before critical, irreversible turnover to CKD.
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5.2.2 Erklarung zum Eigenanteil der Promovendin

Tamara Mockel ist alleinige Erstautorin der Publikation Transcriptome Analysis of
BAFF/BAFF-R System in Murine Nephrotoxic Serum Nephritis [88], die unter Betreuung von
Herrn Prof. Dr. Andreas Schwarting im Rahmen der kumulativen Dissertation angefertigt
wurde. Fiir die Konzeptualisierung des Projekts, die Projektadministration und die dafiir néti-
gen Ressourcen waren Herr Prof. Dr. Andreas Schwarting und Tamara Mockel gemeinsam zu-
standig. Den fiir die Untersuchungen erforderlichen Tierversuchsantrag hat Frau Mdckel selbst-
standig geschrieben und alle dafiir relevanten Kommunikationen gefiihrt.

Frau Mockel war seitens der Arbeitsgruppe alleinig fiir die Haltung, Zucht sowie den Import
der entsprechenden Mausstimme in enger Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern und Tierpfle-
gern des Translational Animal Research Center (TARC) der Universitdtsmedizin Mainz zu-
standig. Sie war fiir die Versuchsplanung und die daran orientierte Zuchtplanung verantwort-
lich. Die Planung, Realisierung und Anwendung der Methoden im Rahmen der praktischen
Versuchsdurchfiihrung und nachfolgenden Probenbearbeitung wurden von Frau Mdockel vorge-
nommen. Sie hat in ihrer Funktion der Experimentatorin den Eingriff mit der Assistenz der
MTA (Medizinisch-Technische Assistentin) Frau Bettina Steinmann durchgefiihrt. Neben der
Routineversorgung durch die Tierpfleger des TARC wurden seitens der Arbeitsgruppe die
Mause vor, wahrend und nach dem Eingriff alleinig von Frau Mdckel beaufsichtigt und betreut.
Alle hierfiir relevanten Dokumentationen sind von ihr gefiihrt worden.

Frau Mdckel hat in Bezug auf die in der Publikation dargestellten Ergebnisse die Organent-
nahme sowie RNA-Isolation durchgefiihrt, den Probentransport, die Beauftragung der Sequen-
zierung bei der StarSEQ GmbH in Mainz und den Datentransfer sowie die Datenarchivierung
der bioinformatischen Rohdaten organisiert. Sie hat zudem die zur Auswertung nétigen Analy-
sen geplant. Die Aufbereitung der bioinformatischen Rohdaten und Analysen wurden von
Herrn Dr. Sebastian Boegel durchgefiihrt. Die dafiir ndtige Software wurde von ihm ausgewahlt
und verwendet. Alle zur Auswertung notigen Datensdtze wurden Frau Mockel zur weiteren
Bearbeitung zur Verfiigung gestellt.

Frau Mockel hat die Daten gesichtet, ausgewertet, interpretiert und in den Kontext der un-
tersuchten chronischen Nierenschadigung gesetzt. Die Ergebnis-Visualisierungen wurden von
Frau Mockel erdacht und von Herrn Dr. Boegel umgesetzt. Figure S wurde von Frau Mockel

fiir die Publikation mit BioRender.com erstellt. Frau Mockel und Herr Dr. Boegel waren ge-

meinsam fiir die Validierung der Ergebnisse zustindig. Anhand der Ergebnisse hat Frau Mockel
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eigenstdndig den Manuskript-Entwurf der vorliegenden Publikation erstellt und Herrn Dr. Se-
bastian Boegel sowie Herrn Prof. Dr. Andreas Schwarting zur Revision vorgelegt. Frau Mockel
hat die sich anschlieBende Uberarbeitung vorgenommen und die finale Fassung des Manuskrip-
tes eingereicht. Dabei fiihrte sie bis zur Veroffentlichung die gesamte Kommunikation mit den
Gutachtern und dem Journal.

Die Darlegung des Eigenanteils der Promovendin Tamara Mockel an der Publikation
Transcriptome Analysis of BAFF/BAFF-R System in Murine Nephrotoxic Serum Nephritis
wurde vom Betreuer Herrn Prof. Dr. Andreas Schwarting in der hier vorliegenden Fassung ge-

lesen und bestatigt.
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6 Synopse und Diskussion

In beiden Publikationen wurde mittels Transkriptomanalyse der Niere die Rolle des Cyto-
kins BAFF und dessen Rezeptor BAFF-R im Rahmen von Nierenschdadigungen in BAFF-ko-
und BAFF-R-ko-Miusen im Vergleich zu Wildtyp-Méusen untersucht.

Im ersten Schiadigungsmodell, der unilateral durchgefiihrten Ischimie/Reperfusion (I/R),
wurde das Transkriptom der ischdmischen wie kontralateralen Niere nach einer Reperfusions-
zeit von drei Tagen analysiert, um einen Eindruck der regulierten Gene, welche in der Patho-
physiologie der akuten Nierenschédigung eine Rolle spielen, zu erhalten [67]. Im zweiten Nie-
renschadigungsmodell, der Nephrotoxischen Serum Nephritis (NTN), fiihrte die Injektion von
Immunglobulinen G (IgG) als Nephrotoxisches Serum (NTS) zur Entstehung einer renalen Fi-
brose und Ausbildung einer Glomerulonephritis. Das renale Transkriptom wurde hierbei 21
Tage nach der Injektion des NTS in Hinblick auf differenziell exprimierte Gene analysiert [88].

Nachfolgend werden die detektierten, potenziellen Biomarker, deren Expressionsmuster in
Bezug auf den Knockout des Cytokins BAFF und des BAFF-R sowie die Signalwege in den

beiden angewandten Nierenschidigungsmodellen zusammengefasst und gegentibergestellt.

6.1 Genregulation in den Nierenschadigungsmodellen

Die renale Transkriptomanalyse der beiden Nierenschidigungsmodelle ergab eine Reihe diffe-
renziell exprimierter Gene, die z. T. als Biomarker in Betracht gezogen werden kénnen. Eine

Ubersicht der detektierten Gene wird in den niichsten beiden Unterpunkten gegeben.

6.1.1 Renale Genregulation im I/R-Modell

In der akuten Phase der durch Ischdmie/Reperfusion (I/R) induzierten Nierenschidigung
wurden in der Transkriptomanalyse der Nieren drei Tage nach dem Eingriff 35.827 Gene un-
tersucht, von denen — im Vergleich zu den kontralateralen Kontroll-Nieren — insgesamt 1.905
in den ischdmischen Nieren differenziell reguliert waren. 1.364 dieser Gene waren dabei hoch-
reguliert, 541 runterreguliert. Demnach waren in den ischdmischen Nieren, unabhingig vom
Genotyp, mehr Gene hoch- als runterreguliert im Vergleich zu den kontralateralen Kontroll-

Nieren.
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In der durchgefiihrten Principal Component Analysis (PCA) lieBen sich zwei Cluster abbil-
den. Bis auf eine Probe, die aus den nachfolgenden Analysen ausgeschlossen wurde, bildeten
die Proben der ischimischen Nieren sowie kontralateralen Kontroll-Nieren jeweils eine dis-
tinkte Gruppe (siche Anhang, 10.1, Supplement S1 Fig.).

Unabhéngig vom Stamm und Genotyp waren die folgenden vier Gene im verwendeten Mo-
dell hochreguliert und dabei auch unter den Top 40 der differenziell exprimierten Gene: Haverl,
Len2, Lyz2 und Cd44.

Havcrl war in ischdmischen Nieren von Knockout- wie Wildtyp-Méusen beider Stimme
hochreguliert. Die Expression war im BAFF ko hoher im Vergleich zu den Wildtyp-Geschwis-
tertieren und im BAFF-R-Stamm im Vergleich zum Knockout hoher im Wildtyp. In den kon-
tralateralen Kontroll-Nieren wurde jeweils keine Havcrl-Expression detektiert.

Die Len2-Expression war, verglichen mit den Nieren der Wildtyp-Geschwistertiere, niedri-
ger in den BAFF-ko-Nieren. Der BAFF-R ko wies eine leicht hdhere Expression von Len2 im
Vergleich zum Wildtyp auf. Auch hier war wieder keine Expression in den kontralateralen
Kontroll-Nieren beider Stimme detektierbar.

Die Expression von Lyz2 war in den BAFF-ko-Nieren neben der Betrachtung mit den Wild-
typen niedriger. Das Expressionslevel von Lyz2 war in Nieren des BAFF-R ko hoher im Ver-
gleich zum Wildtyp. Keine Lyz2-Expression wurde in den kontralateralen Kontroll-Nieren de-
tektiert.

Die Cd44-Expression im BAFF-Stamm war im Knockout niedriger verglichen mit dem
Wildtyp. Im BAFF-R-Stamm war die Expression von Cd44 im Knockout héher im Vergleich
zum Wildtyp. Keine Expression von Cd44 konnte in den kontralateralen Kontroll-Nieren beider
Stimme detektiert werden.

Dartiber hinaus waren auch die folgenden Gene hochreguliert: Fnl und Il1rn.

Die Expression von Fnl war im BAFF ko niedriger im Vergleich zu den Wildtyp-Nieren.
Im BAFF-R ko war die Expression hoher verglichen mit den Wildtypen. Unabhéngig von
Stamm und Genotyp wurde keine Fnl-Expression in den kontralateralen Kontroll-Nieren de-
tektiert.

Il11rn wies eine leicht niedrigere Expression in BAFF-ko-Nieren im Vergleich zu den Wild-
typ-Nieren auf. In BAFF-R-ko-Nieren war die Expression hoher im Vergleich zu den Wildty-
pen. Keine Expression wurde in den kontralateralen Kontroll-Nieren, unabhéngig vom Stamm

und von den Genotypen, detektiert.
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Lcen2, Lyz2, CD44, Fnl und Il1rn waren somit im BAFF ko nach I/R hochreguliert, aber
weniger stark im Vergleich zum Wildtyp. Ebenfalls waren diese Gene im BAFF-R ko hochre-
guliert, jedoch stdrker im Vergleich zum Wildtyp. Fiir Haverl traf Gegenteiliges zu: Die Ex-
pression war im BAFF ko hoher im Vergleich zu den Wildtypen und niedriger im BAFF-R ko
im Vergleich zu den entsprechenden Wildtypen.

Neben den hochregulierten Genen wurde mit Kl ein Gen untersucht, welches durch die
Ischdamie/Reperfusion runterreguliert wurde. Im BAFF ko war die KI-Expression im Vergleich
zu den Wildtypen hoher und im BAFF-R ko verglichen mit den Wildtypen niedriger. In den
kontralateralen Kontroll-Nieren beider Stimme war die Expression von Kl jeweils hoher im
Vergleich zur Expression in den ischdmischen Nieren.

Grundsatzlich wurde fiir alle aufgefiihrten Gene ein unterschiedliches Expressionsmuster in

Bezug auf die beiden Knockouts detektiert, die unter 6.2 weiter beschrieben werden.

6.1.2 Renale Generegulation im NTN-Modell

In der chronischen Phase der durch Injektion eines Nephrotoxischen Serums (NTS) indu-
zierten Nierenschddigung in Form einer Nephrotoxischen Serum Nephritis (NTN) wurden in
der Transkriptomanalyse der Nieren 21 Tage nach der Injektion 35.827 Gene untersucht. In den
BAFF-ko-Nieren wurden dabei im Vergleich zu den Nieren eines Wildtyp-Stammes 51 hoch-
und 53 runterregulierte Gene detektiert. Fiir den BAFF-R ko im Vergleich zum Wildtyp-Stamm
waren es 77 hoch- und 82 runterregulierte Gene. In der Analyse des I[/R-Modells waren deutlich
mehr Gene differenziell exprimiert (siche 6.1.1). Dies ist darin begriindet, dass bei der Tran-
skriptomanalyse jeweils zwei verschiedene Zustinde — ischimische und kontralaterale Kon-
troll-Nieren — gegeneinander verglichen wurden. Bei der Analyse des NTN-Modells wurden
Nieren gleicher Zusténde, jeweils nach Injektion des NTS, miteinander verglichen. Aufgrund
dessen waren bei diesem Modell keine so grolen Unterschiede im Vergleich zum I/R-Modell
Zu erwarten.

In der chronischen Phase einer Nierenschiadigung kommt es zur Ausbildung einer renalen
Fibrose. Der Surrogatmarker Kollagen Typ III (Col3al) war in den Nieren aller drei Maus-
stimme hochreguliert, wie es bei der Entwicklung einer Nierenfibrose anzunehmen war. Dabei
war das Expressions-Level von Col3al im BAFF-R ko genauso wie im Wildtyp dhnlich ausge-

pragt und hoher im Vergleich zum BAFF ko.
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Die Transkriptomanalyse zeigte weitere sieben regulierte Gene in den drei untersuchten
Maus-Stammen: Gpx3, Igtbp7, Cen2, Kap, Umod, Renl und Txnip.

Das Expressionsmuster von Txnip glich dabei dem von Col3al mit einer niedrigeren Ex-
pression in BAFF-ko-Nieren und einer dhnlich hoheren Expression im BAFF-R ko und Wild-
typ. Auch fiir Gpx3, Igfbp7 und Ccn2 wurde eine hohere Expression im BAFF-R ko detektiert.
Die Expression war im Wildtyp-Stamm jedoch niedriger und dhnlich zu den BAFF-ko-Nieren.
Fiir Kap und Umod waren die Expressionsmuster dhnlich, hoher im Wildtyp-Stamm und nied-
riger im BAFF ko und BAFF-R ko. Bei Renl war die Expression in BAFF ko und BAFF-R ko
ebenfalls dhnlich, jedoch hoher im Vergleich zum Wildtyp-Stamm. Somit konnten wie bereits
fiir das I/R-Modell diskutiert unterschiedliche Expressionsmuster in Bezug auf den BAFF ko
und BAFF-R ko detektiert werden, die unter 6.2 fortfiihrend betrachtet werden.

6.2 Expressionsmuster in Bezug auf BAFF ko und
BAFF-R ko

In beiden durchgefiihrten Nierenschddigungsmodellen konnten fiir die analysierten, diffe-
renziell exprimierten Gene unterschiedliche Expressionsmuster in Hinblick auf die Maus-

stimme und deren Genotypen detektiert werden. Nachfolgend wird deren Bedeutung diskutiert.

6.2.1 Expressionsmuster im I/R-Modell

Im I/R-Modell war die Expression der hochregulierten Gene Lcn2, Lyz2, CD44, Fnl und
Il11rn im BAFF ko niedriger im Vergleich zum BAFF-R ko (siche Tab. 2, S. 70). Ein umge-
kehrtes Bild ergab sich fiir das runterregulierte Gen Kl (siehe Tab. 2, S. 70). Hier war das
Expressions-Level im BAFF ko hoher und im BAFF-R ko niedriger.
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Tab. 2. Expressionsmuster differenziell exprimierter Gene im I/R-Modell in Bezug auf
den BAFF- und BAFF-R-Knockout.

Vergleich Expressions-Level
Regulation im

Gen BAFF ko und BAFF-R ko Aktueller Wissensstand
I/R-Modell
T !

Havcrl 1 BAFF ko BAFF-R ko Assoziation mit AKI
Len2 1 BAFF-R ko BAFF ko potenzieller Biomarker
Lyz2 ) BAFF-R ko BAFF ko nephrotoxisch

Assoziation mit
CD44 1 BAFF-R ko BAFF ko
Nierenerkrankungen
Assoziation myokardiale
Illrn 1 BAFF-R ko BAFF ko
I/R
Fnl 1 BAFF-R ko BAFF ko Inflammation, Apoptose

Homdostase der Niere
Kl ! BAFF ko BAFF-R ko (Calcium- u.
Phosphat-Transport)

AKI: acute kidney injury, BAFF: B-Zellen-Aktivierungsfaktor, BAFF-R: B-Zellen-Aktivierungsfaktor-Rezeptor,
Cd44: CD44 antigen, Fnl: Fibronectin 1, Havcrl: Hepatitis A virus cellular receptor 1, 1/R: Ischamie/Reperfu-
sion, Illrn: Interleukin-1 receptor antagonist, K1: Klotho. ko: Knockout, Len2: Lipocalin-2, Lyz2: Lysozyme 2,
1: Hochregulation, |: Runterregulation.

Lcn2 ist der Genname fiir das Neutrophilen-Gelatinase-assoziierte Lipocalin (Abk. NGAL),
welches eines der am stiarksten induzierten Gene nach einer renalen I/R ist [90]. Auch in der
vorliegenden Arbeit zdhlte Len2 zu den Top 40 differenziell exprimierten Genen drei Tage nach
der I/R. In einer genomweiten Abfrage zur Identifikation renaler Gene mit einer frithen Induk-
tion in Tiermodellen wurde NGAL bereits als potenzieller Biomarker der Initiations-Phase ei-
ner akuten Nierenschiadigung identifiziert [74, 91]. Die Daten der vorliegenden Arbeit bestati-
gen dies. Len2 war in allen ischdmischen Nieren im Vergleich zu den kontralateralen Kontroll-
Nieren hochreguliert.

Es wurde bereits gezeigt, dass NGAL renal in den proximalen TEZ und den distalen Ne-
phron-Segmenten hochreguliert wird [90]. Daher wird angenommen, dass NGAL von gescha-
digten TEZ im Zuge der Re-Epithelialisierung exprimiert wird [92]. Vor diesem Hintergrund
ist das niedrigere Expressions-Level von Len2 in BAFF-ko-Nieren im Vergleich zu den Wild-
typ-Nieren ein Indiz fiir einen abgemilderten Nierenschaden durch den Knockout des Cytokins
BAFF. In den BAFF-R-ko-Nieren war die Expression dahingegen hoher im Vergleich zu den

Wildtypen, was fiir eine Verstirkung des Nierenschadens spricht.
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Das bakteriolytische Enzym Lysozym (Genname: Lyz) ist eine wichtige Komponente des
innaten Immunsystems. Die Studie von Prockop und Davidson untersuchte 1964 erstmalig den
Effekt der glomerulédren oder tubuldren Schidigung durch Lysozym-Exkretion und diskutierte
die Lysozymurie als prognostischen wie diagnostischen Indikator einer renalen Schadigung
[93]. Beim akuten Nierenversagen wurden Verdnderungen in den Urin- und Serum-Leveln von
Lysozym festgestellt [94]. Die intravendse Injektion von Lysozym 16st renal funktionelle sowie
strukturelle Verdnderungen, gefolgt von einem akuten Nierenversagen in méinnlichen Ratten
aus [95].

Der nephrotoxische Effekt von Lysozym wird im Fallbericht von Patel ef al. [96] im Jahr
2009 deutlich. Die Uberproduktion von Lysozym durch Tumorzellen in Patienten mit chroni-
scher myelomonozytiren Leukdmie (CMML) schidigt die proximalen TEZ und fiihrt somit
zum Nierenversagen [97-99]. In Bezug auf chronische Nierenerkrankungen wurde Lysozym
neben anderen CKD-assoziierten Plasmaproteinen in einem multiple reaction monitoring
(MRM) mass spectrometry (MS) assay gemessen, um dessen Assoziation mit der Nierenfunk-
tion und dem Krankheitsausgang zu bestimmen [100].

Die vorliegende Arbeit ist zum Zeitpunkt der ersten Publikation der erste Bericht iiber die
Hochregulierung von Lysozym 2 (Genname: Lyz2) in einem murinen I/R-Modell der Nieren
und bestéirkt einmal mehr, dass Lysozym als Biomarker fiir renale Schidigungen in Betracht
gezogen werden sollte. Lyz2 war in BAFF-ko-Nieren niedriger und in BAFF-R-ko-Nieren ho-
her exprimiert im Vergleich zu den Nieren der Wildtyp-Geschwistertiere. Dies deutet erneut
darauf hin, dass der Knockout des Cytokins BAFF den renalen Schaden durch die I/R abmildert,
wohingegen der BAFF-R ko diesen verschlimmert.

Das Glykoprotein CD44 spielt eine wichtige Rolle fiir die Zellmigration, Adhésion und in-
terepitheliale Zell-Interaktionen [101-103]. Bei inflammatorisch wie immunologisch bedingten
Nierenerkrankungen ist die Expression von CD44 in den Glomeruli wie TEZ hochreguliert
[104-107]. Dariiber hinaus ist bekannt, dass die CD44-Expression in der friithen Phase nach
einer I/R erhoht ist [108]. Dies deckt sich mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit, in der
ebenfalls eine Hochregulation von CD44 in den ischdmischen Nieren aller Mausstimme drei
Tage nach I/R detektiert werden konnte. Die Nierenschdadigung wird in der postischdmischen
Niere durch die Beteiligung von CD44 an der Migration von Neutrophilen hervorgerufen [109].
Im BAFF ko war die Expression von CD44 im Vergleich zu den Wildtyp-Nieren niedriger und
im BAFF-R ko hoher, wieder verglichen mit den entsprechenden Wildtyp-Nieren. Auch hier
scheint der Knockout von BAFF die Nierenschddigung abzumildern, der BAFF-R-Knockout

diese jedoch zu verstirken.
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Fnl ist der Genname von Fibronectin 1, welches ein Glykoprotein ist und an der zelluldren
Adhesion, Wachstum und Angiogenese beteiligt ist [siche Ubersichtsarbeit 110]. Die Hochre-
gulation von Fibronectin I konnte bereits fiir das [/R-Modell des Herzens gezeigt werden [111].
Die Inhibition von Fibronectin I fiihrt dabei zu einer Reduktion der myokardialen Infarktgrof3e
und Inflammation, wiahrend sich oxidativer Stress sowie die Fibrose verbessern [111]. Die vor-
liegende Arbeit konnte die Hochregulation von Fibronectin I fiir das I/R-Modell der Niere in
BAFF ko wie BAFF-R ko und Wildtypen zeigen. Die Fnl-Expression war in BAFF-ko-Nieren
im Vergleich zum Wildtyp niedriger, jedoch hoher im BAFF-R ko verglichen mit dem Wildtyp.
Erneut weist dies auf eine geringere Schidigung der Niere im Fall des BAFF-Knockouts und
einen groBeren Schaden beim BAFF-R ko hin.

II1rn ist der Genname fiir den Interleukin-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1RA). Dessen Bin-
dung an den Interleukin-1-Rezeptor inhibiert den Signalweg von Interleukin-1, was Inflamma-
tions-Prozesse und Apoptose zur Folge hat [112, 113]. Die Verabreichung von rekombinantem
IL-1RA konnte den renalen I/R-Schaden abmildern [114]. Die niedrigere Expression im BAFF-
ko-Stamm wiirde daher fiir eine schwichere renale Schidigung durch die I/R sprechen und
dafiir, dass der BAFF-R ko die Schidigung verstérkt.

Im Gegensatz zu den bereits diskutierten Genen wurde Klotho (Genname: Kl) im Zuge der
I/R runterreguliert. Die Nieren weisen das hochste Expressions-Level von a-Klotho auf und
sind vermutlich die Hauptquelle 16slichen Klothos in der Zirkulation [115]. Der Calcium- und
Phosphat-Transport in den Nieren wird von a-Klotho reguliert. Ferner agiert a-Klotho als Co-
Rezeptor fiir den Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23 (FGF23: fibroblast growth factor 23) [116,
117]. Es ist bekannt, dass die a-Klotho-Level wihrend einer akuten Nierenschidigung gering
sind [118, 119]. Auch wiahrend der I/R-Schidigung sind die a-Klotho-Level verringert [119,
120].

Dies deckt sich mit der Tatsache, dass die Expression von Kl in der vorliegenden Arbeit in
den ischdmischen Nieren im Vergleich zu den kontralateralen Kontrollen runterreguliert war.
Aufgrund des Fehlens von a-Klotho kommt es zur renalen Apoptose wie Calcifizierung und
somit zur Nierenschiadigung [121]. Die detektierten Expressionsmuster von Len2, Lyz2, Cd44,
Fnl und Il1rn konnten ebenso fiir K1 in umgekehrter Weise fiir den BAFF ko und BAFF-R ko
detektiert werden. Die Expression von Kl war in BAFF-ko-Nieren im Vergleich zu den Wild-
typen hoher und im BAFF-R ko verglichen mit den Wildtypen niedriger. Dies unterstiitzt des
Weiteren die Annahme, dass der Knockout von BAFF einen mildernden Effekt auf die Nieren-
schidigung im I/R-Modell und der BAFF-R ko einen verstarkenden Effekt auf die renale I/R-
Schidigung hat.
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Havcrl (hepatitis A virus cellular receptor 1), ebenfalls unter der Bezeichnung KIM-1 (Kid-
ney Injury Molecule-1) bekannt, war ebenfalls in ischdmischen Nieren hochreguliert, jedoch
zeigte sich hier ein anderes Expressionsmuster im Vergleich zu den restlichen hochregulierten
Genen. Die Expression war im BAFF ko hoher im Vergleich zum BAFF-R ko (siche Tab. 2,
S. 70).

Die Expression des proximal-apikalen Tubulus-Transmembranproteins KIM-1 ist unter phy-
siologischen Bedingungen niedrig. Biopsien und Urin von Patienten mit akuter tubuldrer Ne-
krose weisen eine erhohte Expression auf [122]. Bei Ratten ist die Haverl-Expression 48 Stun-
den nach einer unilateralen I/R in proximalen TEZ erhoht [123]. Die Haverl-Expression kor-
reliert mit Entziindungen, Fibrose und der renalen Funktion [124]. Havcrl1 ist eng mit der akuten
Nierenschiddigung verbunden [122, 125-130]. Vor diesem Hintergrund erscheint es wider-
spriichlich, von einer Abmilderung des renalen Schadens durch I/R im BAFF ko zu sprechen,
obwohl hier die Havcrl-Expression hoher ist und fiir den BAFF-R ko, bei dem die Haverl-
Expression niedriger ist, den Effekt der Verstirkung des Schadens zu diskutieren.

KIM-1 weist tatsdchlich einige, scheinbar im Widerspruch zueinanderstehende Funktionen
auf. Wihrend einer akuten Nierenschadigung vermittelt KIM-1 die Phagocytose von apoptoti-
schen Zellen und schiitzt die Nieren durch Runterregulierung des Transkriptionsfaktors NF-kB,
was zur Reduktion der Inflammation fiihrt [131]. Allerdings ist auch bekannt, dass KIM-1 in-
flammatorische Signale in TEZ ohne einen Schadigungsreiz von selbst aktivieren kann und
somit eine renale Inflammation provoziert [132]. Es ist bekannt, dass hypoxische TEZ kleine
extrazelluldare Vesikel (sEVs: small extracellular vesicles) freisetzen, die wiederum von KIM-1
exprimierenden TEZ aufgenommen werden [133]. KIM-1 fungiert hierbei durch das Erkennen
von Phosphatidylserin auf der Oberflédche der Vesikel als Membranrezeptor. Auf diese Weise
wird die tubulointerstitielle Inflammation, induziert durch Hypoxie, verstarkt [133].

Aktuell ist unklar, welches Signal dariiber entscheidet, ob KIM-1 einen protektiven Effekt
auf geschidigte Nieren ausiibt oder nicht. Unter der Annahme, dass KIM-1 eine protektive
Funktion im angewandten I/R-Modell ausiibt, wiirde der BAFF ko diesen positiven Effekt im
Vergleich zu den Wildtypen verstdarken und der BAFF-R ko abschwichen. Dies wire im Ein-
klang mit den restlichen Ergebnissen. Ohne die exakte Signalisierung von KIM-1 in der vorlie-
genden Arbeit zu kennen, kann die héhere Expression von Havcrl in ischdmischen BAFF-ko-

Nieren im Vergleich zu den Wildtypen nicht final eingeordnet werden.

73



6.2.2 Expressionsmuster im NTN-Modell

Im NTN-Modell wurden ausschlieBlich hochregulierte Gene analysiert. Die Expression von
Txnip, Gpx3, Igfbp7 und Cen2 war im BAFF ko niedriger im Vergleich zum Knockout des
BAFF-R (siehe Tab. 3, S. 75). Fiir die Gene Kap, Umod und Renl zeigte sich im BAFF- wie
BAFF-R-Knockout jeweils ein dhnliches Expressionsmuster. Die Expression von Kap und
Umod war dabei im Vergleich zum Wildtyp niedriger und fiir Ren1 hoher als im Wildtyp (siehe
Tab. 3, S. 75).

Somit war es auch bei der Analyse des NTN-Modells mdglich, unterschiedliche Expressi-
onsmuster der differenziell regulierten Gene in Bezug auf die beiden Knockouts zu detektieren.
Jedoch waren diese nicht so eindeutig abzulesen wie bei der Analyse des I/R-Modells. Wie
bereits unter 6.1.2 diskutiert, ist dies damit zu begriinden, dass im I/R-Modell zwei verschie-
dene Zustinde — ischdmisch wie kontralateral — innerhalb eines Stammes und Genotyps mitei-
nander verglichen wurden. Weiterhin wurden die ischdmischen und kontralateralen Kontroll-

Nieren im Vergleich zu anderen Stimmen betrachtet.
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Tab. 3. Expressionsmuster differenziell exprimierter Gene im NTN-Modell in Bezug auf
den BAFF- und BAFF-R-Knockout.

Vergleich Expressions-Level
Regulation im
Gen BAFF ko und BAFF-R ko Aktueller Wissensstand
NTN-Modell
T !
Assoziation mit
Txnip 1 BAFF-R ko BAFF ko
Nierenerkrankung
Gpx3 1 BAFF-R ko BAFF ko Assoziation mit CKD
zugelassener
Igfbp7 1 BAFF-R ko BAFF ko
Urin-Biomarker
Assoziation renale Fibrose,
Ccen2 1 BAFF-R ko BAFF ko potenzieller fibrotischer
Marker
Funktion unbekannt,
BAFF ko o _
Kap 1 - Expression in proximalen
BAFF-R ko
TEZ
BAFF ko Assoziation mit
Umod 1 -
BAFF-R ko Nierenerkrankung
BAFF ko Assoziation mit
Renl 1 -
BAFF-R ko Nierenerkrankung

BAFF: B-Zellen-Aktivierungsfaktor, BAFF-R: B-Zellen-Aktivierungsfaktor-Rezeptor, Cen2: Cellular Communi-
cation Network Factor 2, CKD: chronic kidney disease, Gpx3: Glutathione Peroxidase 3, 1gtbp7: Insulin-Like
Growth Factor Binding Protein 7, Kap: Kidney androgen regulated protein, ko: Knockout, NTN: Nephrotoxische
Serum Nephritis, Ren1: Renin, TEZ: Tubulus-Epithelzellen, Txnip: Thioredoxin Interacting Protein, Umod: Uro-
modulin, 1: Hochregulation, |: Runterregulation.

Der BAFF-Knockout scheint im I/R-Modell einen positiven Einfluss auf die Nierenschadi-
gung zu haben. Dariiber hinaus ist ein Zusammenhang mit der immunologischen Signalvermitt-
lung denkbar. Der Knockout des Cytokins BAFF fiihrt zu einer Immundefizienz der Miuse,
bedingt durch einen signifikanten Verlust von B-Zellen und einer abgeschwéchten T-Zell-ab-
wie unabhédngigen AntikOrperantwort. Aufgrund dessen wurde mit dem NTN-Modell eine
durch einen immunologischen Reiz vermittelte Nierenschddigung untersucht.

Hierbei wies bereits das Expressionsmuster des Surrogatmarkers Kollagen Typ III (Col3al)
aufgrund seiner niedrigeren Expression im BAFF ko auf eine protektive Funktion des Knock-
outs im NTN-Modell hin (siehe 6.1.2). Dies deckt sich ebenfalls mit der Literatur. Fiir die sys-

temische Sklerose ist bekannt, dass BAFF die Expression von Kollagen und profibrotischen
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Markern durch dermale Fibroblasten fordert [134]. Ferner schwicht die Inhibition von BAFF
die Fibrose einer Sklerodermie-Erkrankung ab [135]. Ahnliches konnte auch fiir die hepatische
Fibrose bei cholestatischen Lebererkrankungen gezeigt werden. Die Studie von Thapa et al.
[136] zeigte im Jahr 2020, dass eine zielgerichtete Anti-BAFF-Therapie die Produktion von
Autoantikérpern abschwicht und BAFF somit ein potenzielles Ziel fiir das Entgegenwirken
einer hepatischen Fibrose darstellt. Zudem ist auch bekannt, dass B-Zellen die myokardiale
Kollagen-Typ-I- und Kollagen-Typ-III-Expression fordern [137].

Dasselbe Expressionsmuster wurde fiir das Thioredoxin Interacting Protein (Txnip) detek-
tiert. Dieses Gen zeigte die niedrigste Expression in Nieren des BAFF-ko-Stammes, wohinge-
gen die Expression im BAFF-R ko und Wildtyp &hnlich war. Txnip ist ein Regulator von zel-
luldren Redoxsignalen und schiitzt somit Zellen vor oxidativem Stress. Die Expression von
Txnip ist in Nieren nach der unilateralen Ureter-Obstruktion (UUO) hochreguliert und ein
Knockout von Txnip in Mausen wirkt sich positiv auf den induzierten Nierenschaden aus [138].
Txnip scheint eine Rolle in der renalen Fibrose und Entstehung einer chronischen Nierener-
krankung zu spielen. Die Txnip-Expression ist signifikant erhoht in proteinurischen Nierener-
krankungen wie der fokal-segmentalen Glomerulosklerose (FSGS), membrandse Nephropathie
(MN) und der diabetischen Nephropathie (DN) [139]. Die Inhibition durch CHOP Deletion
supprimiert die NLRP3 Inflammasom-Aktivierung und p-ASKI-abhingige mitochondriale
Apoptose, welche die Albuminurie senkt und die Nierenfunktion beim nephrotischen Syndrom
(NS) verbessert [139].

Uberdies wird die UUO-induzierte renale Inflammation durch Inhibition der Aktivierung
des NF-kB- und NLRP3-Inflammasoms supprimiert [138]. Txnip interagiert mit STAT3 und
fordert durch Aktivierung des STAT3-Singnalwegs die profibrotische Antwort [140]. Die
Hochregulation wird beobachtet und steht im Verdacht, sowohl an pathologischen Signalwegen
in vitro und in vivo in NS, UUO-induzierter renaler Fibrose, alterungsabhidngiger renalen Fi-
brose und dem DN-Modell als auch an proteinurischen Nierenerkrankungen beteiligt zu sein.
Die genetische Deletion von Txnip resultiert in der Reduktion von oxidativem Stress, renaler
Fibrose und extrazelluldrer Matrix-Akkumulation, Podocyten-Schidigung und Inflammation
[138].

Die niedrigere Expression von Txnip in BAFF-ko-Nieren kdnnte implizieren, dass die Ab-
wesenheit von BAFF protektive Effekte vermittelt. Interessanterweise deutet die hohere Ex-
pression im BAFF-R ko darauf hin, dass die Signalvermittlung durch BAFF den Ausgang der

Nierenschddigung verschlechtert, diese Signale jedoch nicht iiber den BAFF-R vermittelt wer-
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den. Die Tatsache, dass die Txnip-Expression in Wildtyp-Nieren dhnlich dem Expressionsmus-
ter der Nieren im BAFF-R-Knockout-Stamm war, unterstiitzt diese Hypothese. Dariiber hinaus
haben wir bereits dhnliche Effekte in BAFF-ko- und BAFF-R-ko-Méausen im Modell der akuten
Nierenschddigung beobachtet [67].

Zusitzlich zeigten ebenfalls Gpx3, Igfbp7 und Ccn2 dieses Expressionsmuster mit hoheren
Leveln in BAFF-R-ko-Nieren im Vergleich zu den BAFF-ko-Nieren. Glutathione Peroxidase
3 (Gpx3) ist ein Selenoprotein und katalysiert die Reduktion von organischen Hydroperoxiden
und Wasserstoffperoxid liber Glutathion und schiitzt dadurch Zellen vor oxidativen Schiden.
Es wird primér von renalen TEZ des proximalen Abschnitts sekretiert [141, 142] und bindet in
vitro wie auch in vivo an die Basalmembran der proximalen und distalen TEZ im renalen Cortex
von Mdusen [143]. Es steht in Beziehung zum Signalweg >zelluldre Antwort auf Stimuli< und
die Aktivitit von Gpx3 ist mit der CKD assoziiert. In CKD-Patienten sind die Level von Gpx3
im Vergleich zu gesunden Individuen reduziert [141, 144].

Eine andere Studie detektierte die Hochregulation von Gpx3 nach I/R-Schaden in Méusen
[145]. Daher konnte eine erhdhte Gpx3-Expression in BAFF-R-ko-Nieren bedeuten, dass der
Nierenschaden grofer ist und zu einer hoheren Gpx3-Expression fiihrt, um den Schaden zu
kompensieren. Dennoch sagen Expressions-Level allein nichts iiber die Funktion und Aktivitat
auf Proteinebene aus. Das Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 7 (Igfbp7) stimuliert die
Zelladhésion und steht in Zusammenhang mit dem Signalweg >zelluldren Antwort auf Stimuli<.

Neben Timp-2, war Igtbp7 der erste Urin-Biomarker fiir die Risiko-Stratifikation in Hinblick
auf die Entwicklung einer akuten Nierenschddigung, welcher 2014 von der FDA (Food and
Drug Administration) genehmigt wurde [146, 147]. Igfbp7 wurde in allen drei Stdmmen expri-
miert, jedoch am stirksten im BAFF-R ko. Dies wiederum konnte bedeuten, dass der Schaden
in diesem Mausstamm im Vergleich zum BAFF-ko- und dem Wildtyp-Stamm gréfer war. Der
Cellular Communication Network Factor 2 (Ccn2) ist eine Komponente der extrazelluldren
Matrix (ECM: extracellular matrix), der an zelluldren Signalwegen beteiligt ist und mit der
renalen Fibrose im Zusammenhang steht [ 148-150]. Deshalb wird Ccn2 bereits als fibrotischer
Biomarker diskutiert [151, 152]. Studien mit Mausen zeigten, dass Ccn2 an renale TEZ bindet
und dadurch am Nierenschaden beteiligt ist [153]. Vor diesem Hintergrund wiirde das Expres-
sionsmuster fiir Ccn2 in der vorliegenden Arbeit bedeuten, dass der Nierenschaden, hervorge-
rufen durch die Injektion des NTS, in BAFF-R-ko-Nieren im Vergleich zu den BAFF-ko- und
Wildtyp-Nieren groBBer war.
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Das Ergebnis der niedrigeren Expression-Level in BAFF-ko-Nieren, welches auf einen pro-
tektiven Effekt in Hinblick auf die renale Fibrose hinweist, deckt sich mit dem Stand der Lite-
ratur. Im Fall der IgA-Nephropathie verstirkt BAFF die Expression von Fibroblasten-Faktoren
durch Aktivierung des TRAF6/NF-kB-Signalweges im Modell der Ratte [59]. Ebenso ist be-
kannt, dass BAFF B-Zellen durch den NF-kB-Signalweg in Patienten mit IgA-Nephropathie
aktiviert [60] und B-Zellen-Aktivierung wie erhohte BAFF-Level in diesen Patienten nachweis-
bar sind [61, 62]. In GN-Patienten sind die BAFF-Level hoher und die Expression von Rezep-
toren ist im tubulointerstitiellen Bereich erhoht [63]. BAFF iibt einen proliferativen Effekt auf
humane, mesangiale Zellen in vitro durch den BAFF-R aus. Aufgrund dessen konnte BAFF an
der Pathogenese der Glomerulonephritis beteiligt sein [64]. Zusétzlich wurde die Anti-BAFF-
Therapie mit Belimumab bereits flir den Einsatz in der LN aufgrund der positiven Wirkung
genehmigt [154].

Drei weitere Gene, Kap, Umod und Renl, wurden in den Analysen detektiert. Das Expres-
sionsmuster von Kidney androgen regulated protein (Kap) und Uromodulin (Umod) waren ei-
nander dhnlich. Hohere Expression wurde im Wildtyp-Stamm detektiert, wohingegen die Ex-
pressions-Level niedriger und dhnlich im BAFF ko und BAFF-R ko waren. Im Fall von
Renin 1 (Renl), waren die Expressions-Level dhnlich in BAFF-ko- und BAFF-R-ko-Nieren,
aber hoher im Vergleich zum Wildtyp. Kap wird im proximalen Abschnitt der TEZ exprimiert
[155] und die Funktion ist aktuell noch unklar. Es scheint kritisch fiir die kardiovaskular-renale
Homédostase zu sein und eine Uberexpression fiithrt zu Bluthochdruck [156]. Studien zeigten
Glomerulosklerose und Proteinurie in transgenen Mausen [157]. Ebenso wird eine protektive
Rolle diskutiert. Es wurde gezeigt, dass Cyclosporin A (CsA) die Runterregulation von Kap im
S3-Segment der proximalen TEZ induziert, was zu Schaden und Toxizitét fiihrt [158].

Umod wird in den Nieren von Zellen des dicken Segments des aufsteigenden Astes der
Henle-Schleife und den distalen Tubuli produziert. Es agiert eventuell als Inhibitor der Cal-
cium-Kristallisation im renalen Fluid und seine Exkretion im Urin kdnnte eine Abwehr gegen
Infektionen des urinalen Traktes vermitteln. Umod spielt eine Rolle in der glomeruldren Filtra-
tion, Nierenentwicklung und organ- wie gewebespezifischen Immunantwort und ist mit der tu-
bulointerstitiellen Nierenkrankheit, Nephritis und renaler tubulédrer Atrophie assoziiert [159,
160]. Umod konnte als Rezeptor fiir die Bindung und Endozytose von Cytokinen und TNF
fungieren.

Studien zeigten, dass single nucleotide polymorphisms (SNP) im Umod-Gen mit GFR und
CKD assoziiert sind [161, 162]. Die Serum-Level von Umod sind in CKD-Patienten hoher
[163]. Nichtsdestotrotz werden auch protektive Effekte diskutiert. Umod-Knockout-Maiuse, die
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einer I/R unterzogen wurden, zeigten mehr Inflammation, tubuldre Nekrose und eine stérkere
Storung der Nierenfunktion [164]. Ohne die genaue Rolle von Kap und Umod in unserem Mo-
dell zu kennen, kdnnen keine Bedeutungen des Expressionsmusters abgeleitet werden. Ob die
niedrigeren Expressions-Level im BAFF ko und BAFF-R ko gleichbedeutend mit einer Ver-
besserung (Kap und Umod negative Effekte) oder Verschlechterung (Kap und Umod positive
Effekte) sind, ist unklar.

Renin wird von den Nieren sekretiert, spielt eine Rolle in der Regulation des Blutdrucks
[165] und der Elektrolyt-Balance und ist mit renaler tubuldren Dysgenese, tubulointerstitiellen
Nierenerkrankung und CKD assoziiert [ 166]. Mutationen im REN-Gen fiihren zu einer Préadis-
position zur Entwicklung einer AKI [167]. Unsere Ergebnisse unterstiitzen die Notwenigkeit
von weiteren Untersuchungen auf Protein-Ebene in Hinblick auf den Gebrauch von Renin als

prognostischen Biomarker.

6.3 Relevanz des BAFF/BAFF-R-Signalweges

Aufgrund der Ergebnisse, dass der BAFF- und BAFF-R-Knockout einen Einfluss in den
beiden angewandten Nierenschiddigungsmodellen zu haben scheinen und dabei unterschiedlich
wirken, wurden im I/R- wie NTN-Modell ebenfalls das Cytokin BAFF selbst und seine drei
Rezeptoren — BAFF-R, BCMA, TACI — néher betrachtet, um Hinweise auf den wihrend einer

akuten bzw. chronischen Nierenschidigung verwendeten Signalweg zu erhalten.

6.3.1 BAFF/BAFF-R-Signalweg im I/R-Modell

Fiir den Rezeptor BAFF-R (Tnfrsf13c) konnte in den Nieren der meisten Méuse keine Ex-
pression detektiert werden und in den Nieren einer Maus nur sehr wenige Transkripte (2 TPM:
transcripts per million). Ebenfalls wurde keine Expression von BCMA (Tnfrsf17) detektiert
(nur in der Niere einer Maus 3 TPM). Nur TACI (Tnfrsf13b) war in den ischdmischen Nieren
exprimiert. Die Expression war dabei leicht niedriger in den BAFF-ko-Nieren im Vergleich zu
den Wildtypen und im BAFF-R ko leicht hdher im Vergleich zu den Wildtypen. Studien zeigen,
dass TACI in Patienten mit chronischen antikdrpervermittelten AbstoBungen iiberexprimiert ist
[40]. Aufgrund dessen wird TACI als potenzieller Biomarker fiir die Unterscheidung dieser

Patienten von stabilen diskutiert. Unsere Ergebnisse zeigen eine denkbare Beteiligung von
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TACI wihrend der akuten Phase nach einer I/R, indem BAFF primir iiber diesen Rezeptor
Signale vermittelt und TACI somit potenziell eine Rolle in der akuten Nierenschiddigung spielt.

BAFF (Tnfsf13b) selbst war in den ischdmischen Nieren hochreguliert, dabei im BAFF-R
ko im Vergleich zu den Wildtypen hoher exprimiert. Es ist denkbar, dass die fehlende Signal-
vermittlung iiber den BAFF-R die BAFF-Expression in einer Art Feedback-Loop verstarkt. Al-
lerdings ist nicht nur in den BAFF-R-ko-Nieren, sondern auch in BAFF-ko- wie Wildtyp-Nie-
ren keine BAFF-R-Expression detektiert worden. Dies steht im Widerspruch zu der Annahme,
dass die hohere BAFF-Expression im Knockout des BAFF-R begriindet liegt. Somit erklart sich
dieses Ergebnis vermutlich durch die unterschiedlichen Stamme.

Auffillig war die grundsétzlich héhere Expression der untersuchten Gene im BAFF-R ko im
Vergleich zum entsprechenden Wildtyp. Unter der Annahme, dass sich der Knockout des Cy-
tokins BAFF positiv auswirkte und Signale bei Vorhandensein nicht iiber den BAFF-R vermit-
telt werden, miisste davon ausgegangen werden, dass die Schiadigung im BAFF-R ko und ent-
sprechenden Wildtyp dieselbe sein miissten. Eine mogliche Erkldrung dafiir, warum ischémi-
sche Nieren des Wildtyps weniger Schaden aufweisen als BAFF-R ko ischimische Nieren,
konnte sein, dass die Signalvermittlung von BAFF iiber verschiedene Rezeptoren mit kontraren
Effekten lauft. Somit ist es denkbar, dass BAFF eine ambivalente Rolle in der akuten Nieren-

schiadigung, hervorgerufen durch den I/R-Schaden, spielt.

6.3.2 BAFF/BAFF-R Signalweg im NTN-Modell

Die Expression des Cytokins BAFF war in den BAFF-R-ko- wie Wildtyp-Nieren gering und
konnte einen Hinweis darauf liefern, dass in der chronischen Phase einer Nierenschiddigung
keine verstirkte BAFF-Expression mehr detektierbar ist und die Vermittlung entscheidender
Signale zeitlich bereits vorher stattfindet. In der vorliegenden Arbeit gab es keine Hinweise
darauf, dass BAFF-R (Tnfrsf13c) oder BCMA (Tnfrsf17) in den geschiddigten Nieren expri-
miert wurden. Die Expression des Rezeptors TACI (Tnfrsf13b) konnte anhand der Ergebnisse
nicht ausgeschlossen werden (siehe Anhang, 10.2, Supplement Figure S1).

In allen drei Mausstimmen wurde in den Nieren die Expression eines anderen Mitglieds der
TNF-Superfamilie auf RNA-Ebene detektiert: TWEAK (Tnfsf12) sowie des TWEAK-Rezep-
tors (Tnfrsf12a). In Nieren des BAFF ko, BAFF-R ko und der Wildtypen war die Expression
von TWEAK und des TWEAK-Rezeptors jeweils dhnlich. Dennoch war das Expressions-Level

von TWEAK im Vergleich zum Rezeptor in allen drei Mausstimmen hoher. Dieses Ergebnis
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deckt sich damit, dass der TWEAK/TWEAK-Rezeptor-Signalweg eine Rolle in der Pathoge-
nese der Nephritis spielt [168]. Der glomeruldre und tubuldre Schaden sowie die tubulointersti-
tielle Fibrose konnen durch Anti-TWEAK-Behandlung mit monoklonalen Antikdrpern (mAb)
verringert werden [168].

Dartiber hinaus ist bekannt, dass der TWEAK/Fn14-Signalweg die mesangiale Zellprolife-
ration, vaskuldre Zellaktivierung und den renalen Zelltod fordert [168]. Im NTN-Modell ver-
bessert die Verabreichung von Anti-TWEAK-mAb in Wildtyp-Miusen die Proteinurie wie
Nierenhistologie und verringert die glomeruldre Ig-Deposition, Infiltration von Makrophagen
und tubulointerstitielle Fibrose [168]. Fn14 ist in verletzten und krankhaften Geweben induziert
und wird von mesangialen Zellen, Podozyten, endothelialen und tubuléren Zellen exprimiert
[169-172]. TWEAK kann den tubulédren Zelltod fordern [173, 174] und die Proteinlevel sind in
Lupus-Patienten mit aktiver Nephritis erhoht und konnen wéhrend nephritischen Flares steigen
[175, 176]. TWEAK und Fn14 mRNA sind im glomeruldren und tubuldren Kompartiment in
der humanen LN hochreguliert [177].

Autophagie kann in der renalen Fibrose unniitzliche oder dysfunktionale Komponenten de-
gradieren und somit vor Zell-Apoptose schiitzen. Dadurch ist es aber ebenfalls moglich, dass
beschiadigte TEZ die Apoptose umgehen und durch Autophagie iiberleben. In diesem Fall
kommt es zur fehlerhaften Reparatur und zu Veridnderungen des Phinotyps, sodass TEZ proin-
flammatorische sowie profibrotische Cytokine produzieren. Schlussendlich verschlimmert dies
die renale Fibrose [178]. Des Weiteren ist die Seneszenz von TEZ in der CKD durch Bluthoch-
druck, Diabetes oder I[gA-Nephropathie induziert [19]. Die Charakteristika von Seneszenz sind
Zellzyklus-Arrest in der G2/M-Phase und die Sekretion von proinflammatorischen und pro-
fibrotischen Faktoren [19-21]. Dies verkniipft die tubulire Zell-Seneszenz mit der renalen Fi-
brose. In Bezug auf die zuvor aufgefiihrten Griinde kann angenommen werden, dass neben dem
Cytokin BAFF auch TWEAK und der TWEAK-Rezeptor Signale vermitteln, die mit der chro-
nischen Phase der renalen Erkrankung verkniipft sind. Die chronologische Abfolge der Ereig-

nisse muss jedoch noch weiter untersucht werden.

6.4 Limitationen der Untersuchungen

Im Rahmen der Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass in beiden Nierenschidigungs-
Modellen verschiedene Gene differenziell exprimiert wurden und dabei ein distinktes Expres-

sionsmuster in Bezug auf den BAFF- bzw. BAFF-R-Knockout aufwiesen. In fortfithrenden
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Studien miissen diese ersten Ergebnisse vor dem Hintergrund der dieser Untersuchungen zu-
grunde liegenden Limitationen iiberpriift werden.

Die akute Phase der Nierenschiddigung wurde durch einen ischdmischen Reiz induziert und
das I/R-Modell dabei unilateral durchgefiihrt. Ischdmie und der sich anschlieBende Reperfusi-
onsschaden wirkten sich im verwendeten Modell somit nicht systemisch aus. Die kontralaterale
Niere konnte die Schidigung, zumindest teilweise, ausgleichen. Es ist zu erwarten, dass bei
einer bilateral durchgefiihrten I/R die Schéddigung starker und somit die Ergebnisse noch ein-
deutiger ausgefallen waren. Jedoch ist nicht davon auszugehen, dass sich die Ergebnisse voll-
stindig anders dargestellt hétten.

Aufgrund des 3R-Prinzips (3R: Replace [Vermeiden], Reduce [Verringern], Refine [Verbes-
sern]) ist von einem bilateralen Eingriff abgesehen worden, da dadurch eine stirkere Belastung
der Versuchstiere angenommen werden musste und diese durch den nur unilateral durchgefiihr-
ten Eingriff reduziert werden konnte. Die Expressionsunterschiede der einzelnen, hier unter-
suchten Gene wiren in den verschiedenen Stammen und Genotypen bei bilateraler Durchfiih-
rung des Modells vermutlich nur stirker ausgefallen. Durch die fehlende systemische Wirkung
des unilateralen I/R-Modells ist ein direkter Vergleich zum NTN-Modell schwierig. Nicht nur,
dass in diesem Modell mit der Injektion des Nephrotoxischen Serums (NTS) ein immunolo-
gischer Reiz untersucht wurde, hatte dieser zudem eine systemische Wirkung. Beide Nieren
waren hier gleichermaf3en betroffen. Ein direkter Vergleich beider Modelle muss somit immer
vor dem Hintergrund der unterschiedlichen Wirkweise wie -breite betrachtet werden.

In Bezug auf autoimmunologisch bedingte Nierenschidigungen, wie bei der Manifestation
einer LN im SLE, von dem ca. 90 % der Betroffenen Frauen sind [179, 180], ist eine schwer-
punktmiBige Betrachtung der Nierenschiddigung in weiblichen Versuchstieren sinnvoll. Dieser
Fokus wurde auch in der vorliegenden Arbeit gesetzt und somit nur Weibchen untersucht. Im
Vergleich der Genotypen und Stdmme untereinander sowie mit den Wildtypen bestand daher
in Bezug auf das Geschlecht eine homogene Gruppe. Die Ergebnisse miissen aber vor diesem
Hintergrund betrachtet werden und konnen nicht fiir beide Geschlechter gleichgesetzt betrach-
tet und angenommen werden.

Dartiber hinaus muss in Betracht gezogen werden, dass der weibliche Hormonzyklus die
Ergebnisse beeinflusst haben konnte. Erste eigene Analysen zeigten hierzu allerdings keinen
Einfluss von Genen des Hormonzyklus auf das nierenschiddigende I/R-Modell [67]. Fiir das
NTN-Modell wurde bereits gezeigt, dass das Geschlecht keinen Einfluss auf die Entwicklung
der Glomerulonephritis und deren Ausmal hat [82]. Um die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

aber verallgemeinert auf beide Geschlechter beziehen zu konnen, miissen erst in nachfolgenden
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Analysen ebenfalls méinnliche Versuchstiere im I/R- wie NTN-Modell untersucht und den Er-
gebnissen aus der Untersuchung von weiblichen Méiusen gegeniibergestellt werden.

Es wurde bereits auf Limitationen hinsichtlich des direkten Vergleichs beider Modelle hin-
gewiesen. Dies begriindet sich nicht nur in den zwei zugrunde liegenden, unterschiedlichen
Schidigungsreizen. Im I/R-Modell wurden die beiden Knockouts jeweils mit ihren Wildtyp-
Geschwistertieren verglichen und stammen somit aus einer Zucht und Haltung. Im NTN-Mo-
dell wurde neben den Knockouts aus eigener Zucht und Haltung der Wildtyp-Stamm C57BL/6J
von The Jackson Laboratory (Maine, USA) bezogen. Bei Betrachtung der Ergebnisse muss
somit von Stammesunterschieden ausgegangen werden.

Ferner unterschieden sich die Gruppenvergleiche in beiden Modellen. Beim I/R-Modell
konnte durch den unilateralen Eingriff die ischdmische Niere gegen die kontralaterale Kontroll-
Niere verglichen werden. Dariiber hinaus konnte der Knockout jeweils neben dem Geschwister-
Wildtyp und schlussendlich den beiden Stimmen (BAFF und BAFF-R) betrachtet werden. Im
NTN-Modell wurde als Vergleich und Kontrolle der ebenfalls behandelte Wildtyp-Stamm ver-
wendet. So lieBen sich die Auswirkungen der Glomerulonephritis auf Transkriptom-Ebene des
Wildtyps mit denen in den beiden Knockouts vergleichen. Ebenfalls aufgrund des 3R-Prinzips
wurde auf eine unbehandelte Kontrollgruppe aus Wildtypen und Knockouts des BAFF- und
BAFF-R-Stammes verzichtet und somit die Anzahl benétigter Versuchstiere verringert.

Zwar wurde mit der Untersuchung der Nierenschddigung in zwei verschiedenen Modellen
ermdglicht, die akute wie chronische Phase einer Nierenschddigung zu betrachten, allerdings
sind keine zeitlichen Verldufe abbildbar. Es wurde in beiden Modellen jeweils nur ein Zeitpunkt
in jeweils nur einer Phase untersucht. Im I/R-Modell drei Tage nach Reperfusion in der akuten
Phase und im NTN-Modell 21 Tage nach Injektion in der chronischen Phase. Zeitliche Verldufe
lassen sich somit nicht abbilden, auch keine Peaks von potenziellen Biomarkern. Es ist denkbar,
dass die detektierten Signale z. B. einen Tag nach I/R noch deutlich stirker und an Tag 3 even-
tuell zuvor aktive Gene nicht mehr merklich differenziell exprimiert gewesen sein konnten.

Dabei muss beachtet werden, dass die Methode der Transkriptomanalyse selbst eine Limi-
tation darstellt. Eine vollstdndige Abbildung ist nicht moglich, da es sich stets um Momentauf-
nahmen zu diesem einen Probenzeitpunkt handelt. Bereits der Tageszeitpunkt, zu dem die Probe
entnommen wurde, wirkt sich mafgeblich darauf aus, was in der nachfolgenden Transkriptom-
analyse abgebildet wird. Da im I/R-Modell nur die akute Phase untersucht worden ist, konnen
die Ergebnisse nicht der chronischen Phase im selben Modell gegeniibergestellt werden.

Gleiches gilt entgegengesetzt fiir das NTN-Modell. Hier wurde nur die chronische Phase

untersucht und somit ist ein Vergleich der Ergebnisse zur akuten Phase im NTN-Modell nicht
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moglich. Auch in diesem Modell lassen sich, wie bereits fiir das I/R-Modell diskutiert, keine
zeitlichen Abfolgen untersuchen, da nur ein Zeitpunkt betrachtet wurde. Ohne zeitlichen Ablauf
sind insbesondere Zusammenhinge einzelner Genregulationen und die Chronologie innerhalb
der Signalwege nicht abbildbar und miissen in Folgeuntersuchungen analysiert werden. Die im
NTN-Modell detektierten Gene miissten hinsichtlich ihrer Nutzung als pradiktive Biomarker
noch in einer fritheren Phase bzw. wihrend des Turnovers von der AKI zur CKD untersucht
werden, um auszuschlieBen, dass diese Gene erst in der chronischen Phase stirker exprimiert
werden.

In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus primér auf der Untersuchung des Cytokins BAFF
und dessen Rezeptor BAFF-R im Modell einer akuten wie chronischen Nierenschddigung. Die
Beteilung des Cytokins an beiden Phasen einer Nierenschidigung konnte abgebildet werden.
Durch die Verwendung zweier unterschiedlicher Modelle konnten dariiber hinausgehend noch
weitere Fragestellungen bearbeitet werden, was bei einem Vergleich zweier Phasen in einem
Modell nicht moglich gewesen wére. Unabhéngig vom Schidigungsreiz, ischdmisch oder
immunologisch, spielt BAFF eine Rolle wihrend der renalen Schadigung.

Die hier generierten Hypothesen miissen zukiinftig in fortfiihrenden Experimenten mit gro-
Berer Gruppengrofe iiberpriift und reproduziert werden. Auch um auszuschlie3en, dass die Un-
terschiede nur auf die unterschiedlichen Mausstimme und deren Hintergriinde zuriickzufiihren
sind. Um die Eignung der hier detektierten Gene in Hinsicht auf pradiktive/prognostische Bio-
marker im Rahmen von Nierenschiddigungen weiter zu untersuchen, miissen u. a. Nachweise
auf Protein-Ebene erfolgen.

Da die Nieren im Gesamten untersucht wurden, konnten in vitro Experimente ausgewéhlter
Zelltypen, wie der in der Literatur bereits diskutieren TEZ, genaueren Aufschluss iiber die Lo-
kalisierung und zelluldren Abldufe wéahrend einer Nierenschadigung liefern.

Ein grofler Vorteil war es, die Untersuchungen zur renalen Nierenschidigung an Mausstim-
men durchzufiihren, die autoimmunologisch nicht vorbelastet sind. Auf diese Weise konnte
u. a. die Auswirkung des Cytokins BAFF und des BAFF-R im Rahmen einer induzierten Glo-
merulonephritis abseits einer autoimmunologischen Dysregulation, wie sie bei einer LN vor-
liegt, betrachtet und diskutiert werden.

Auch wenn die hier abgebildeten Daten im Rahmen von tierexperimentellen Untersuchun-
gen erhoben wurden und die Ergebnisse somit nicht direkt auf humane Nierenschidigungen
iibertragen werden konnen, liefern die Untersuchungsergebnisse jedoch vielversprechende An-
satzpunkte fiir die weitere Forschung. Insbesondere in Hinblick auf die Identifizierung von pra-

diktiven Biomarkern zur friihzeitigen Erkennung einer renalen Funktionsstdrung und der sich
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daraus ergebenden Moglichkeit, die beteiligten Netzwerke fortfithrend hinsichtlich der Ablei-

tung therapeutischer Ansatzpunkte weiter zu untersuchen.
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7 Schlussfolgerung

Die durchgefiihrten Untersuchungen weisen auf eine Beteiligung des Cytokins BAFF in der
akuten Phase einer Nierenschidigung sowie bei chronischen Nierenschidden hin. In beiden ver-
wendeten Nierenschidigungs-Modellen fiihrte der Knockout von BAFF scheinbar zu einer Ver-
ringerung des Nierenschadens, woraus sich eine negative Rolle des Cytokins bei der Entstehung
von sowie fir manifeste Nierenerkrankungen ableiten ldsst. Hinsichtlich des Signalweges
scheint die Signalvermittlung iiber den BAFF-R weder im Modell der akuten noch der chroni-
schen Nierenschddigung abzulaufen. Im I/R-Modell der akuten Nierenschidigung scheint
TACI der hauptsédchliche Rezeptor fiir die Signalvermittlung zu sein. Bei der chronischen Nie-
renschiadigung im NTN-Modell scheint neben dem BAFF/BAFF-R-System ein anderes Mit-
glied der TNF-Superfamilie, TWEAK sowie der TWEAK-Rezeptor, eine Rolle zu spielen.

Die Hypothesen miissen in Folgeuntersuchungen mit groBeren Gruppengréflen und auf Pro-
teinebene bestétigt werden sowie die chronologische Abfolge der Ereignisse von der akuten
Schéadigung hin zur chronischen Nierenerkrankung untersucht werden. Diese Prozesse und be-
teiligten Netzwerke wahrend der Transition von der AKI zur CKD zu entschliisseln wird mal3-
geblich fiir die Identifizierung prognostischer Biomarker sein, die es ermdglichen konnten, be-
reits vor dem irreversiblen Turnover zur CKD eine zielgerichtete Therapie einzuleiten und wei-
teren Schaden zu vermeiden.

Die in dieser Arbeit detektierten, potenziellen protektiven Biomarker miissen hierfiir fort-
filhrend untersucht werden. Insbesondere die aufféllige Expression von Lysozym 2 in ischédmi-
schen Nieren beider Stimme sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein, vor allem in
Hinblick auf den Nutzen von Lysozym 2 als potenzieller, pradiktiver Biomarker, um akute Nie-

renschiadigungen friihzeitig erkennen zu konnen.
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8 Zusammenfassung

Nachfolgend die Zusammenfassung der vorliegenden, kumulativen Dissertation in deutscher

wie englischer Fassung.

8.1 Deutsche Fassung

Die akute Nierenschddigung (AKI) und chronische Nierenerkrankung (CKD) gehen welt-
weit mit einer hohen Morbiditit wie Mortalitdt einher. Bei unvollstdndiger Wiederherstellung
der renalen Funktion kann sich eine AKI zur CKD und schlussendlich zum terminalen Nieren-
versagen (ESRD) entwickeln, welches eine lebenslange Dialyse oder Nierentransplantation er-
forderlich macht. Zielgerichtete Therapien sind nicht verfiigbar. Eingesetzte Therapeutika wei-
sen starke Nebenwirkungen auf und sind oftmals nephrotoxisch. Daher besteht eine dringende
Notwendigkeit, pradiktive Biomarker zur frithen Erkennung zu identifizieren.

Das Cytokin BAFF (B-Zellen-Aktivierungsfaktor) unterstiitzt B-Zellen, die eine wichtige
Rolle fiir die Antikorper-Produktion, in inflammatorischen Prozessen und bei akuten Nieren-
schadigungen spielen. Zusitzlich aktiviert BAFF den CKD-assoziierten NF-kB-Signalweg
durch Bindung an den BAFF-R. Renale Tubulus-Epithelzellen (TEZ), die eine entscheidende
Funktion in der renalen Fibrose-Entstehung innehaben, produzieren wiederum BAFF. Vor die-
sem Hintergrund ist eine direkte Beteiligung des BAFF/BAFF-R-Systems wéhrend der AKI
und der Entstehung einer CKD denkbar.

Um den Einfluss von BAFF und des BAFF-R in beiden Phasen der renalen Krankheitsent-
stehung zu untersuchen, wurden zwei verschiedene Nierenschidigungs-Modelle jeweils in
BAFF- (B6.129S2-Tnfsf13b™™/J) und BAFF-R-defizienten (B6(Cg)-Tnfisf13c™™Mas/T)
Maiusen durchgefiihrt. Die akute Phase der AKI wurde im Modell der Ischdmie/Reperfusion
(I/R) untersucht, indem das Transkriptom der ischdmischen und kontralateralen Kontrollniere
im Vergleich zu Wildtyp-Geschwistertieren drei Tage nach der Reperfusion analysiert wurde.
Um die chronische Phase der CKD zu untersuchen, wurde die Nephrotoxische Serum Nephritis
(NTN) durchgefiihrt und das Transkriptom der Nieren 21 Tage nach der Injektion des Nephro-
toxischen Serums (NTS) im Vergleich zu Nieren eines Wildtyp-Stammes (C57BL/6J) analy-
siert.

Im Rahmen der I/R waren die Gene Lcn2, Lyz2, Cd44, Fnl sowie I11rn hochreguliert und
das Gen Kl runterreguliert. Im NTN-Modell konnte die Hochregulation der Gene Txnip, Gpx3,
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Igfbp7, Cen2, Kap, Umod und Renl detektiert werden. In beiden Modellen wiesen diese Gene
unterschiedliche Expressionsmuster im BAFF- und BAFF-R-Knockout auf.

Diese vorliegenden Ergebnisse fithren zur Schussfolgerung, dass das BAFF/BAFF-R-Sys-
tem in beiden Phasen einer Nierenschddigung beteiligt ist. In der akuten Phase scheinen Signale
via TACI vermittelt zu werden, in der chronischen Phase zusétzlich iiber TWEAK und dessen
Rezeptor. In beiden Modellen scheint der Knockout des Cytokins BAFF protektiv hinsichtlich
der Nierenschddigung zu wirken. Fortfiihrende Untersuchungen sind erforderlich, um die Eig-
nung der detektierten Gene als pradiktive Biomarker fiir die AKI sowie deren potenziellen pro-

gnostischen Einsatz zur Erkennung des Ubergangs zu einer CKD zu priifen.

8.2 Englische Fassung

Acute kidney injury (AKI) as well as chronic kidney disease (CKD) come along with high
morbidity and mortality worldwide. In case of incomplete renal recovery, AKI can lead to CKD
and finally to end-stage renal disease (ESRD), which results in the requirement of lifelong
dialysis or kidney transplantation. Targeted treatment is still unavailable. Used therapeutics
have severe side effects and are often nephrotoxic. Consequently, identifying predictive bi-
omarker for early recognition is an urgent need.

The cytokine BAFF (B cell activating factor belonging to the TNF family) supports B cells,
which play an important role for antibody production, in inflammatory processes and acute
kidney injuries. In addition, BAFF activates the CKD-associated NF-«xB signaling pathway via
BAFF-R binding. Renal tubular epithelial cells (TECs ), which are critical for fibrosis progres-
sion, in turn produce BAFF. Based on this background, direct involvement of the
BAFF/BAFF-R system during AKI and the progression to CKD is conceivable.

In order to unravel the effect of the cytokine BAFF and the BAFF-R in both phases of renal
disease progression, two different kidney destruction models were performed in each case in
BAFF (B6.129S2-Tnfsf13b™"5/J) and BAFF-R (B6(Cg)-Tnfisf13c™Mass/]) deficient mice.
Acute phase of AKI was investigated in the ischemia/reperfusion (I/R) model by analyzing
transcriptome of ischemic and contralateral control kidneys in comparison to wildtype litter-
mates three days after reperfusion. For studying the chronic phase of CKD, nephrotoxic serum
nephritis (NTN) was performed and transcriptome of the kidneys was analyzed 21 days after
injection of nephrotoxic serum (NTS) in comparison to kidneys of a wildtype strain

(C57BL/6J).
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In the course of I/R the genes Len2, Lyz2, Cd44, Fnl and I11rn were upregulated and the
gene K1 downregulated. In the NTN model the upregulation of the genes Txnip, Gpx3, Igtbp7,
Ccen2, Kap, Umod and Renl was detected. In both models, these genes showed different ex-
pression patterns for BAFF and BAFF-R ko.

These present results lead to the conclusion, that BAFF/BAFF-R system is involved in both
phases of kidney injury. For acute phase it seems as if signaling is mediated via TACI, and in
chronic phase additionally via TWEAK and its receptor. In both models, BAFF ko seems to
have a protective effect with regard to kidney injury. Further studies are required in order to
verify suitability of detected genes as predictive biomarkers for AKI as well as their potential

prognostic use for recognizing transition to CKD.
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10 Anhang

Dem Anhang sind die Zusatzmaterialien beider Publikationen, die Publikationslizenzen fiir
die verwendeten Abbildungen sowie Angaben zu den Repositorien der den Publikationen zu-

grunde liegenden Datensétze zu entnehmen.

10.1 Supplement zur Publikation Transcriptome analysis of renal ische-
mia/reperfusion (I/R) injury in BAFF and BAFF-R deficient mice

strain
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S1 Fig. Principal component analysis (PCA) of ischemic and contralateral control kidneys. BAFF (B6.129S2-
Tnfsf13b™¥s</T) and BAFF-R (B6(Cg)-Tnfisf13c™Mas/]) strain.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619.s001
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S2 Fig. Transcripts per million (TPM) of genes along hypothalamic-pituitary-gonadal axis. Analyzed in is-
chemic kidneys compared to contralateral control in BAFF (B6.129S2-Tnfsf13b™!¥/J) and BAFF-R (B6(Cg)-
Tnfrsf13c™Mass/]) strain, in each case distinguished between knockout (ko) and wildtype (wt) mice. Esr1: estrogen
receptor 1, Pgr: progesterone receptor, Lhb: luteinizing hormone subunit beta, Fshb: follicle stimulating hormone
subunit beta, Cga: glycoprotein hormones alpha chain, Fshr: follicle stimulating hormone receptor.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619.s002
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Der nachfolgende Tabellenauszug der Excel-Datei

S1 File

ist vollstindig unter

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0291619.s003 als Download abrufbar:
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S1 File. This file contains all differentially expressed genes with adjusted p-value < 0.05 and log2foldchange
> 1, < -1 resp. File named ‘DE results filtered’ and is additionally available at https://github.com/sebboe-

gel/moeckel2022.
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10.2 Supplement der Publikation Transcriptome Analysis of
BAFF/BAFF-R System in Murine Nephrotoxic Serum Nephritis
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Figure S1: Analyzed genes (BAFF/BAFF-R system) of kidneys 21 days after administration of nephrotoxic serum
in BAFF KO (B6.129S2-Tnfsf13b™*/J), BAFF-R KO (B6(Cg)-Tnfrsf13c™™as/]) and wildtype (C57BL/6J)
strain visualized as transcripts per million (TPM). Tnfsf13b: BAFF, Tnfrsf13c: BAFF-R, Tnfrsf17: BCMA,
Tnfrsf13b: TACI. ko: knockout, wt: wildtype. Each point shows one sample.

10.3 Publikationslizenzen

Die in der vorliegenden kumulativen Dissertation verwendete Abb. 1 sowie die Abbildungen
Fig 1 in der Publikation Transcriptome analysis of renal ischemia/reperfusion (I/R) injury in
BAFF and BAFF-R deficient mice und Figure S in der Publikation Transcriptome Analysis of
BAFF/BAFF-R System in Murine Nephrotoxic Serum Nephritis wurden mit BioRender.com

erstellt. Nachfolgend die entsprechenden Publikationslizenzen.
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10.4 Repositorium

https://github.com/sebboegel/moeckel2022

Inhalt: Alle Skripte und Dateien der zugrunde liegenden Analysen sowie die Ergebnisse der
differenziellen Genexpressionsanalyse in Form einer Excel-Datei, die zur Reproduktion der
Abbildungen und Analysen der Publikation Transcriptome analysis of renal ischemia/reperfu-

sion (I/R) injury in BAFF and BAFF-R deficient mice notig sind.

https://github.com/sebboegel/nts_moeckel 2024

Inhalt: Alle Skripte und Dateien der zugrunde liegenden Analysen, die zur Reproduktion der
Abbildungen und Analysen der Publikation Transcriptome Analysis of BAFF/BAFF-R System

in Murine Nephrotoxic Serum Nephritis notig sind.
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