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1 Einleitung

Der Ischamie/Reperfusionsschaden (I/R) stellt die Hauptursache einer akuten
Nierenschadigung (AKI, engl. Acute kidney injury) dar, insbesondere bei Sepsis,
Multiorganversagen und verzogertem Funktionseintritt der Transplantatniere
(Schrier et al. 2004). Eine spezifische Behandlungsmoglichkeit existiert nicht (Schrier
et al. 2004, Kellum et al. 2008). Die Therapie bleibt auf supportive Mafdnahmen und
praventive Strategien limitiert. Trotz Nierenersatzverfahren mittels Dialyse ist die
Mortalitat bei Patienten mit AKI hoch. Pathophysiologisch handelt es sich beim I/R
um eine Episode von reduziertem Blutfluss mit nachfolgender Restitution der
Durchblutung. Insbesondere im Rahmen der Reperfusion kommt es durch Infiltration
von immunkompetenten Zellen zu einer Aktivierung des innaten (angeborenen), aber
auch des adaptiven Immunsystems.

Einerseits kommt es durch die Freisetzung verschiedener Zytokine (z.B.
Interferone (IFN)) zu einer Aktivierung des Januskinase 2/Signal Transducer and
Activator of Transcription 1 (JAK2/STAT1) Signalweges, welcher an vielen
regulierenden Prozessen im menschlichen Korper beteiligt ist. Er wird unter
anderem durch Zytokine aktiviert (Aaronson et al. 2002). Andererseits spielt eine
Aktivierung des Toll-like Rezeptor 4 (TLR4)-Signalweges beim I/R liber sogenannte
Danger-Molekiile (DAMPs, engl. danger- associated molecular patterns) eine
herausragende Bedeutung (Tsung et al. 2005, Mudaliar et al. 2013). Bei
Untersuchungen in der Pathophysiologie der Artherosklerose konnte gezeigt werden,
dass eine simultane Aktivierung des TLR4-Signalweges zu einer Potenzierung der
Zielgenexpression beider Signalwege fiihrt (Schroder et al. 2006). Dies scheint STAT1
vermittelt zu sein. Interessanter Weise passiert dies auch in nicht-Immunzellen, wie
zum Beispiel (z.B.) Endothelzellen (Sikorski et al. 2011, Sikorski et al. 2012).

Ob dieser pathophysiologische Prozess in der Niere eine Rolle spielt, wurde bisher
nicht untersucht. Es ist zwar bekannt, dass die Unterbrechung des JAK2/STAT1-
Signalweges bei [/R von Gehirn, Herz und Leber einen protektiven Effekt hat, es gibt
jedoch keine Studien in welchen dies im I/R der Niere untersucht wurde (Freitas et

al. 2010, Ebner et al. 2011, McCormick et al. 2012). Ergibt sich auch in der Niere ein
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Phanotyp, lasst sich weiter die Frage stellen, ob etwaige Effekte einer Inhibierung von
STAT1 auf eine Unterbrechung der Signalintegration zwischen JAK/STAT1 und TLR4-
Signalweg zurtickzufithren ist. Proximale epitheliale Tubuluszellen (TECs, engl.
proximal tubular epithelial cells) gehoren zu den im renalen I/R am stdarksten
geschidigten Zellen, was sich histopathologisch mit dem Bild der akuten
Tubulusnekrose zeigt (Sheridan et al. 2000).

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eine STAT1 vermittelte
Signalintegration von innatem und adaptivem Immunsystem auch in TECs stattfindet
und deshalb diese erheblich zur Rekrutierung von Leukozyten beitragen. Zudem soll
die Frage beantwortet werden, ob eine Inhibierung von STAT1 protektive Effekte auf

I/R der Niere hat.

1.1 Innate und adaptive Immunitit

Das Immunsystem setzt sich aus einem innaten unspezifischen und einem
adaptiven spezifischen Teil zusammen. Die erste Barriere des innaten Immunsystems
ist physikalischer und chemischer Natur und besteht aus Haut und Schleimhdauten.
Auf zellulirer Ebene erkennt eine Gruppe von Rezeptoren, genannt pattern
recognition receptors (PPRs), die vornehmlich von Immunzellen, wie zum Beispiel
natiirlichen Killerzellen, dendritischen Zellen oder Makrophagen exprimiert werden,
bestimmte mikrobielle oder kérpereigene Pathogene. Diese durch die sogenannten
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) provozierte Immunantwort ist
unspezifisch und lauft auch bei wiederholtem Kontakt mit dem selben PAMP stets
gleich ab (Cruvinel Wde et al. 2010). Ein wichtiger Vertreter der PPRs ist die Familie
der Toll-like Rezeptoren (TLR) (Janeway et al. 2002). Die adaptive Immunitat
zeichnet sich durch die Fahigkeit aus, auf einzelne Krankheitserreger mit einem
gezielten Abwehrmechanismus zu reagieren. Ausschlaggebend dafiir sind
Lymphozyten, die die Fahigkeit besitzen Antikorper zu bilden und die Information
dartiiber in Geddchtniszellen zu speichern (Boehm et al. 2014). So entsteht nach dem
ersten Kontakt zu einem Erreger eine Immunitat, die bei wiederholter Exposition

eine wirksame und spezifische Antwort triggert.



Um eine wirksame Immunitdt aufzubauen, greifen die beiden Systeme an vielen
Schnittstellen ineinander und erganzen sich. Zytokine dienen der Regulierung und
Koordination des Immunsystems. Es handelt sich um sezernierte Proteine, die viele
verschiedene Funktionen ausiiben (Shachar et al. 2013). Eine grofde Subgruppe
dieser Zytokine sind Chemokine, die von vielen Zellen des Korpers gebildet werden
und die Bewegung von Immunzellen regulieren (Palomino et al. 2015). Viele dieser
Zytokine und Chemokine triggern den JAK/STAT-Signalweg der in vielen Bereichen
der innaten und adaptiven Immunitat eine Rolle spielt und diese dirigiert (Shuai et al.

2003).

1.2 TLR4-Signalweg

Die zu den PPRs gehorenden TLRs wurden urspriinglich als Rezeptoren entdeckt,
die als Teil der innaten Immunitat Fragmente von Mikroorganismen wie
Lipopolysacharrid (LPS) binden (O'Neill et al. 2013). Bis heute sind 10 verschiedene
TLR beim Menschen bekannt, die unterschiedliche PAMPs erkennen (Medzhitov
2001, Delneste et al. 2007). Zu diesen gehodren LPS, bakterielle Lipoproteine und
Doppelstrang-RNA. TLRs erkennen auch endogene Strukturen, die so genannten
danger-associated molecular patterns (DAMPs). DAMPs werden unter Stress,
beziehungsweise bei Zelltod freigesetzt. Es handelt sich um eine heterogene Gruppe
die von Teilen extrazellulirer Matrix (Hyaluronfragmente) iiber intrazelluldre
Proteine (heat-shock Proteine, HMGB1) bis du Purinmetaboliten (ATP, GTP) und RNA
bzw. DNA reicht. So bindet zum Beispiel RNA, die physiologischer Weise extrazellular
nicht vorkommt an TLR3 und HMGB1 an TLR4 (Tsung et al. 2005, Bernard et al.
2012). Betrachtet man diesen Umstand, wird klar, dass die innate Immunitit
keineswegs nur an der Abwehr fremder Organismen beteiligt ist, sondern auch an
vielen sterilen Entziindungsprozessen (Keogh et al. 2011).

LPS bindet an einen Rezeptorkomplex aus TLR4/MD2 und CD14. Via einer
Interaktion der Proteine MyD88 und TIRAP wird eine Internalisierung des
TLR4/MD2-LPS eingeleitet und durch TRIF und TRAM werden die
Transkriptionsfaktoren IRF3/7 und NFkB aktiviert (Bryant et al. 2015). Diese

steigern die Expression proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel Typ I
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Interferon (IFNa) und Chemokine wie das Monozyten chemoattraktive Protein-1

(MCP-1) (Ishikado et al. 2009, Plociennikowska et al. 2016).

1.3 JAK2/STAT1-Signalweg

Die JAK/STAT-Kaskade besteht aus einem Zelloberflaichenrezeptor, einer JAK und
zwei STAT-Proteinen (Aaronson et al. 2002). Die Familie der JAK-Rezeptoren umfasst
JAK1-3 und Tyrosinkinase 2 (TYK2); es gibt 7 verschiedene STAT-Proteine. Die
Bandbreite der Zelloberflichenrezeptoren ist grof3, typischer Weise handelt es sich
um Rezeptoren fiir Wachstumshormone und Zytokine. Die Bindung von Interferonen
wie IFNy oder IFNf3 an deren Rezeptor bedingt eine Dimerisierung zweier Rezeptor-
Kinase-Komplexe und erhoht die Kinaseaktivitat von JAK2, so dass STAT1-Proteine
an Tyrosin 701 und Serin 727 phosphoryliert werden (Sanceau et al. 2000, Wesoly et
al. 2007). Diese dissoziieren vom Rezeptor/JAK-Komplex und bilden ein Homodimer,
das in den Zellkern migriert und als Transkriptionsfaktor wirksam ist. Dort aktiviert

das Homodimer Gene die eine IFNy activation site (GAS) enthalten.

1.4 TLR4/STAT1-Signalintegration

Es ist bekannt dass eine simultane Aktivierung von TLR4- und JAK/STAT1-
Signalwegen zu einer starken Erhéhung der Expression bestimmter Gene fiihrt (Hu et
al. 2007). IFNy stimuliert den JAK/STAT-Signalweg und verursacht eine
Phosphorylierung von STAT1. LPS kann liber TLR4 ebenfalls eine Phosphorylierung
von STAT1 bedingen (Hertzog et al. 2003). Deshalb wird vermutet, dass die
Aktivierung von STAT1 durch beide Signalwege zu einer Superaktivierung von STAT1
fuhrt (Schroder et al. 2006). Der Zusammenhang wurde zuerst in Makrophagen
nachgewiesen, kommt aber auch in nicht-Immunzellen wie Endothelzellen oder
glatten Muskelzellen vor und ist so Teil der Pathogenese der Atherosklerose (Hu et al.
2008, Sikorski et al. 2012, Chmielewski et al. 2014). IP-10 ist ein Chemokin mit
chemoattraktiver Wirkung auf Monozyten, T-Lymphozyten und natiirliche
Killerzellen. Es wird von Immunzellen produziert, die mit IFNa, IFNy oder LPS

stimuliert werden (Dufour et al. 2002). Stimuliert man Endothelzellen oder glatte
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Muskelzellen mit LPS nach Vorbehandlung mit IFNy kommt es zu einer erheblichen
Steigerung der Expression von IP-10 (Sikorski et al. 2011). Da beide Signalwege auch
bei AKI aktiv sind, ware es moglich, dass auch dabei die Signalintegration eine Rolle

spielt (Wu et al. 2007, Yang et al. 2008).

1.5 Die akute Nierenschadigung

Um eine einheitliche Diagnose des unspezifischen Begriffs des akuten
Nierenversagens zu ermoglichen, wurde 2007 der spezifische Begriff der AKI
definiert. AKI kann diagnostiziert werden, wenn binnen 48 Stunden relative oder
absolute Kreatininwerte liberschritten werden bzw. die Urinproduktion unter einen
Grenzwert sinkt (Mehta et al. 2007). Das hat den Verlust der Fahigkeit
Stoffwechselprodukte auszuscheiden, Urin zu konzentrieren und den Fliissigkeit -
und Elektrolythaushalt auszugleichen zur Folge. Grund ist eine plotzliche Abnahme
der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) (Nissenson 1998). Die hohe Mortalitat (50 -
80% bei auf Intensivversorgung angewiesener Patienten) hat sich seit Einfiihrung
der Hamodialyse nicht verringert und macht es zu einem bedeutenden Problem (Star

1998, Schrier et al. 2004).

1.6 Ursache der akuten Nierenschiddigung

Der I/R ist die haufigste Ursache fiir AKI, da es nicht nur bei Einschrankung des
Flusses in den Nierenarterien (zum Beispiel (z.B.) Nierenarterienstenose) zur
Ischamie kommt, sondern auch Hypovoldmie, Sepsis oder Multiorganversagen
mogliche Ausléser von Ischamie und Tubulusnekrose sind (Mehta et al. 2004). Bei
diesen Prozessen spielt unter anderem der tubuloglomerulare
Feedbackmechanismus eine Rolle (Mason et al. 1978, Thurau 1983). Unter
physiologischen Bedingungen verhindert dieser eine Uberladung des Nephrons mit
Primarharn. In der Macula densa des juxtaglomeruldren Apparats werden NaCl-
Konzentration und Harnfluss gemessen. Kommt es zu hohen NaCl-Konzentrationen
schiitten Zellen der Macula densa Adenosin aus, das in dem dazugehoérigen Vas

afferens eine Vasokonstriktion auslést und so die GFR verringert (Schnermann et al.
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1990). Werden TECs geschadigt, vermindert sich deren Fahigkeit zur NaCl-
Resorption und der juxtaglomeruldre Apparat verringert die GFR. Passiert dies in
einer Vielzahl von Nephronen, nimmt die gesamt GFR der Niere ab. So kommt es
aufgrund einer erhohten tubuloglomeruldren Riickkopplung zu einer
Vasokonstriktion, die die Ischamie verstarkt (Oken 1984, Bonventre 1993). Auch
gerade bei transplantierten Nieren ist sowohl die Phase der kalten Ischamie als auch
die darauffolgende Reperfusion Ursache fiir die verschiedenen pathologischen
Prozesse. Zu ihnen gehdéren post-Transplantations Oligurie, gesteigerte
immunologische Aktivitat im Allograft, Episoden von akuten Abstofdungsreaktionen
und verringertes Langzeitiiberleben (Perico et al. 2004). In diesem Kontext konnte
eine kiirzlich veroffentlichte Studie zeigen, dass die Lange der Ischimie mit
verringertem Transplantatlangzeitiiberleben und erhohter Mortalitit des
Empfangers assoziiert ist (Debout et al. 2015).

Trotz der Verwendung praventiver Mafdnahmen und Fortschritten in der Dialyse
haben sich Mortalitat und Morbiditdt des akuten Nierenversagens insgesamt kaum

gebessert (Thadhani et al. 1996).

1.7 Pathophysiologie des Ischamie/Reperfusionsschadens

Der Ischamie/Reperfusionsschaden ist gekennzeichnet durch eine Periode
initialer totaler oder partieller Restriktion der Blutzufuhr gefolgt von einer
Wiederherstellung des Blutflusses. Dabei kommt es zu mikrovaskuldren, tubuldren
und inflammatorischen Prozessen, die im Falle der Niere zum Endorganschaden
beitragen, aber auch systemisch wirksam werden kénnen (Tracz et al. 2007). Die
Ischamie l6st eine Hypoxie aus, was zu einer Unterbrechung der Atmungskette fiihrt.
Den TECs des proximalen Teils der Henle-Schleife fehlt, verglichen mit TECs aus dem
dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife, die Fahigkeit zu anaeroben Glykolyse
(Bonventre et al. 2004). So kommt es zur Erschopfung von ATP und damit zu
Verschiebungen des Elektrolythaushalts und zu Azidose, aber auch zu regulierter
Nekrose und Apoptose (Padanilam 2003). Allerdings ist gerade die Phase der

Reperfusion mit Leukozyteninfiltration und starker Inflammation, die auf



verschiedenen Wegen Zelltod auslost, als Urheber eines Grofiteils der Schadigung

anzusehen.

Mikrozirkulationsstérung

Anders als im Tiermodell, bei dem die Niere einer totalen Ischamie unterzogen
wird, befindet sich die Niere wahrend Hypotonie, Sepsis oder auch einer
Nierenarterienstenose nur in einem teilischdmischen Zustand. Es konnte gezeigt
werden, dass in diesem Fall insbesondere das dufiere Mark einer stiarkeren Ischamie
als der Rest der Niere ausgesetzt ist (Karlberg et al. 1983). Dieser Umstand erklart
auch, warum gerade die TECs in diesem Bereich von der Ischamie betroffen sind. Der
diese Zellen versorgende Blutfluss wird von den juxtamedulldren Glomeruli der
inneren Rinde versorgt, die kurz nach Beendigung der Ischdmie die geringste
Perfusion aufweisen (Mason et al. 1983, Mason et al. 1984). Der Mechanismus hierfiir
begriindet sich zum einen durch die in Kapitel 1.2 beschriebene tubulare
Rickkopplung, andererseits kénnen weitere Prozesse fir den
Mikrozirkulationsschaden verantwortlich gemacht werden. Erhoéhte Level von
Endothelin-1 (ET-1), Thromboxan A2, Leukotrienen, Adenosin und Angiotensin II
sind nachweisbar (Bonventre 2003). Medikamentése Inhibition endogener
Stickstoffoxid(NO)-Produktion verschlechtert die Nierenfunktion nach
Ischamie/Reperfusion, was ebenfalls die Rolle der Vasokonstriktion betont (Ozturk

etal. 2001).

Inflammation im Ischdmie/Reperfusionsschaden

Aufgrund von I/R werden die die Gefafse auskleidenden Endothelzellen
geschadigt, was zu Schwellung und endothelialer Dysfunktion fiihrt (Flores et al.
1972, Brodsky et al. 2002). Zusatzlich kommt es zur Hochregulation von
Adhasionsmolekiilen. Dabei handelt es sich um Integrine, Selectine und das
intracellular adhaesion molecule-1 (ICAM-1) (Rabb et al. 1997, Herter et al. 2014).
Dieser Umstand, die Mikrozirkulationsstérungen und die im Nierenparenchym
gebildeten Zytokine und Chemokine férdern die Infiltration von Leukozyten. Unter
anderem spielen TNFa, IFN@, IFNy, IL-1 und IL-8 bei der Rekrutierung der
Leukozyten eine Rolle (Daemen et al. 1999, Furuichi et al. 2002, Winterberg et al.
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2013). Auch die durch Ischamie ausgeloste Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezien (ROS; engl. reactive oxygen species) aktiviert Leukozyten und
fordert die Produktion proinflammatorischer Signale (Ishibashi et al. 1999, Liu et al.
2016). Dabei wird sowohl das innate als auch das adaptive Immunsystem aktiviert.
Neutrophile Granulozyten, natiirliche Killerzellen, Monozyten/Makrophagen und
dendritische Zellen reprasentieren dabei die innate Immunitit und stellen die
unmittelbare Antwort auf den Schaden dar (Ysebaert et al. 2000), wogegen innerhalb
von Stunden bis Tagen die adaptive Immunitat aktiviert wird. Dabei kommt es zur
Antigen-spezifischen Reifung der prasentierenden Zellen und Infiltration von T-

Zellen (Rabb et al. 2000, Ysebaert et al. 2004).

Tubuluszellen im Ischdmie-Reperfusionsschaden

TECs, die wahrend der Ischamie mit am starksten geschadigt werden, reagieren
darauf einerseits mit unterschiedlichen Formen des kontrollierten Zelltods,
produzieren andererseits aber auch eine grofde Anzahl von Mediatoren, die das
Immunsystem aktivieren (Sheridan et al. 2000, Han et al. 2002). Viele dieser Prozesse
laufen erst wahrend der Reperfusion ab.

Tumornekrosefaktor-a (TNFa) wird freigesetzt und kann so die Apoptose
einleiten (Furuichi et al. 2002). Intrazelluldr vermitteln die Caspasen-1, -2, -3, -6, -7, -
8 und -9 die Apoptose. Inhibition dieser Caspasen schiitzt in Tiermodellen vor
Ischamie/Reperfusionsschaden (Padanilam 2003). Aufgrund der Unterbrechung der
Atmungskette kommt es zu Guanosintriphosphat (GTP)-Verarmung, was ebenfalls
ein Ausléser von Apoptose ist. Es konnte gezeigt werden, dass dies auch in vitro auf
TECS zutrifft (Kelly et al. 2003). Ein weiterer Weg des kontrollierten Zelltods ist die
Necroptose, ein Signalweg der regulierten Nekrose (RN), die unter anderem auch von
TNFa eingeleitet werden kann und abhdngig von receptor-interacting proteinkinase
(RIPK)-3 zum Untergang der Zelle fiihrt (Vandenabeele et al. 2010). Es konnte
namlich in den letzten Jahren gezeigt werden, dass das Schadigungsmuster bei der
akuten Tubulusnekrose keineswegs ein ungerichteter Prozess ist, sondern vielmehr
ahnlich zur Apoptose ein gerichtetes Zelltodprogramm darstellt. Anders als bei der
Apoptose, kommt es dabei zur Ruptur der Zellmembran und intrazelluldre
Bestandteile stromen aus, welche an die Rezeptoren (z.B. TLR-Rezeptoren) anderer

Zellen binden und dort erneut Zelltodprogramme der RN aktivieren. Letztendlich
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wird ein Circulus vitiosus ausgeldst, der zum Organversagen fiihrt. Es konnte gezeigt
werden, dass TNFa vermittelte Necroptose in TECS stattfindet (Linkermann et al.
2012). Passiert dies, werden danger-associated molecular patterns (DAMPs) frei, die
mittels TLR-Signalwegen eine inflammatorische Reaktion auslésen kénnen (Kers et
al. 2016).

Tubuluszellen sind aber auch selbst imstande, proinflammatorische Signale zu
produzieren und so eine Immunantwort in der Niere zu triggern. Dazu gehoren
einerseits das Komplementsystem aktivierende Faktoren: die Produktion von C3 und
C4 wurde in vivo gemessen, konnte aber nach Stimulation mit Interleukin-2 (IL-2)
beziehungsweise Interferon-y (IFNy) auch in vitro nachgewiesen werden (Brooimans
etal. 1991, Seelen et al. 1993, Sacks et al. 1996). Andererseits handelt es sich auch um
eine groflere Anzahl das Immunsystem beeinflussende Zytokine und Chemokine. Als
erstes wurde von der Produktion von TNFa und IL-6 berichtet (Yard et al. 1992,
Boswell et al. 1994). Aber auch MCP1, CCL5, IP-10 IL-1f, IL-8 und IL-18, weitere
Chemokine und das vasoaktive ET-2 konnen von Tubuluszellen produziert werden
(Segerer et al. 2000, Gould et al. 2002, Segerer et al. 2005, Moreno et al. 2014). TLR2
und 4-Aktivierung ist in TECs prasent, so dass diese selbst vom
Entziindungsgeschehen zu weiterer Chemokinproduktion angeregt werden.
Verantwortlich fiir die Aktivierung von TLR4 ist im I/R unter anderem HMGB1, ein
DAMP, welches auch bei Necroptose der Tubuluszellen freigesetzt wird und zu einer
Steigerung der Aktivitit von NFkB fiihrt (Mannon 2013, Mudaliar et al. 2013, Zhou et
al. 2016).

1.8 STAT1 im Kurzzeitverlauf nach Ischamie/Reperfusions-Schaden

Sowohl in Gehirn wie auch Herz ist bekannt, dass sich das Fehlen von STAT1
protektiv bei Ischdmie auswirkt (Booz et al. 2002, Spudich et al. 2005, Darra et al.
2007, Scarabelli et al. 2009, Boengler et al. 2010, Hou et al. 2010, Ebner et al. 2011).
Im Gehirn hat die Expression von iNOS, einer Isoform der NO-Synthase, eine
Schliisselrolle bei Entziindungsreaktionen. Sie wird unter anderem von den
Transkriptionsfaktoren STAT1 und NFxB reguliert, wobei zu den bekanntesten

Induktoren IFNy sowie LPS gehoren (Green et al. 1994, Abbas et al. 2016). Eine
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weitere Funktion libernimmt STAT1 in der Regulation der Autophagie, einem Weg
der Zelle eigene Bestandteile abzubauen, bei I/R des Herzens. STAT1 defiziente Tiere
zeigten eine geringere Infarktgrofie und gleichzeitig erhohte Autophagiemarker, was
den Schluss zulasst, dass STAT1 Autophagie reduziert (McCormick et al. 2012). Die
Rolle von STAT1 bei renalem [/R, insbesondere als Integrator zwischen dem
adaptiven Immunsystem mittels JAK/STAT-Signalweg und dem innaten
Immunsystem (iiber TLR4) ist bisher nicht hinreichend untersucht worden.

In Anbetracht der letzten Kapitel zeigt sich jedoch, dass einerseits potentielle
Induktoren von JAK/STAT2 und TLR4 im renalen I/R vorhanden zu sein scheinen
und andererseits verschiedene Zusammenhange auf eine mogliche integrative Rolle
von STAT1 in diesem Prozess hinweisen. Insbesondere die TECs konnten dabei eine

Schliisselposition darstellen.

1.9 Fibrose im Langzeitverlauf nach akuter Nierenschadigung

Bis auf wenige Ausnahmen findet im Gewebe von Wirbeltieren nach
entsprechender Schadigung stets eine Heilung mit Narbenbildung oder Defektheilung
statt. So kann sich das Tubulointerstitium, anders als die nach der abgeschlossenen
Nephrogenese definierte Zahl an Glomeruli, abhangig vom Ausmaf3 der ischamischen
Schadigung aber insbesondere auch abhangig von den wahrend der Reperfusion und
dem darauf folgenden Heilverlauf bestehenden Bedingungen regenerieren.

Die im akuten I/R beginnende interstitielle und systemische Entziindung
beeinflusst das Schicksal des Organs nicht nur zu diesem Zeitpunkt, sondern besteht
und veradndert sich liber einen deutlich langeren Zeitraum. Das Milieu der dabei
infiltrierenden Zellen und ausgeschiitteten Mediatoren entscheidet dabei iiber
Heilung und Narbenbildung bis zum Verlust des Organs (Ysebaert et al. 2000,
Ysebaert et al. 2004).

Eine grofde Rolle in diesem Prozess spielen gewebeinfiltrierende Monozyten und
bereits ortsstindige Makrophagen (Lee et al. 2011). Innerhalb der letzten Jahre
haben sich zunehmend Hinweise auf die Existenz unterschiedlicher Subtypen, zu
Beginn stark angelehnt an die Modelle der unterschiedlichen T-Lymphozyten, finden

lassen. STAT1 scheint dabei bei der Bildung klassisch aktivierter, proinflam-
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matorischer (M1-)Makrophagen, im Gegensatz zu den alternativ aktivierten (M2-
)JMakrophagen, eine Schliisselstelle zu besitzen (Lawrence et al. 2011, Lee et al. 2011,
Lech et al. 2014, Wang et al. 2014). Unter anderem konnte nachgewiesen werden,
dass STAT1-knockout (STAT1/-)-Monozyten sich in erster Linie zu alternativ
aktivierten Makrophagen differenzieren, wobei dies an Oberflichenmarkern, sowie
dem Phanotyp der Produktion von ROS und dem Phagozytoseverhalten festgestellt

werden konnte (Martinez et al. 2014).

1.10 Fragestellung

In dieser Arbeit soll untersucht werden, inwieweit die Inhibierung von STAT1 zu
einem verdanderten Outcome nach [/R fiihrt. In der Literatur finden sich viele
Hinweise, dass sowohl TLR4-Rezeptoren als auch der JAK2/STAT1-Signalweg
mafdgeblich am renalen [/R beteiligt sind. Deshalb soll weitergehend gezeigt werden,
ob eine Signalintegration zwischen TLR4 und JAK2/STAT1 beim I/R stattfindet und
diese durch eine STAT1-Defizienz verhindert wird.

Dies impliziert folgende Hypothesen:

1. Eine STAT1-abhingige Signalintegration von TLR4 abhdngigem innaten
Immunsystem und adaptivem (iiber den JAK-STAT-Signalweg regulierten)

Immunsystem findet in vitro in renalen Tubulusepithelzellen statt.

2. In vivo hat die Inhibierung von STAT1 protektive Effekte im renalen I/R im
Tierversuch. Hierbei sollen einerseits WT-Mause mit STAT1/--Mausen
verglichen werden, andererseits konnte die Verwendung von STATI1-
spezifischen Inhibitoren zusitzlich einen interventionellen Ansatz der AKI

darstellen.
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2 Methoden

2.1 Invitro: Isolation von primdren proximalen Tubuluszellen und Zellkultur

Die Vitro Untersuchungen erfolgten an aus Mausnieren primar isolierten TECs. Da
es sich dabei nicht um immortalisierte Zellen handelt, sondern diese nach wenigen
Generationen versterben, ist es notig, fiir einen neuen Versuch erneut primare Zellen
zu isolieren. Alle Prozeduren mit lebendigen Zellen wurden in einer Kammer mit
laminarer Luftstromung unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Isolation
erfolgte nach einem anerkannten, liber unser Labor hinweg etabliertem, Protokoll

und lautet wie folgt:

2.1.1 Protokoll

Frisch entnommene Nieren von C57BL/6 und STAT1~/- Mausen wurden mit einem
Skalpell auf Eis kleingehackt und mit einer Collagenasel6sung (1mg/ml Kollagenase,
1% Penicillin/Streptomycin, 2% Hepes (1mM) in Hanks' Balanced Salt Solution
(HBSS) fiir 1 Stunde bei 37°C verdaut. Die Suspension wurde durch ein Zellsieb mit
100um (BD Falcon Cell Strainer 100um Nylon) und dann 70um (BD Falcon Cell
Strainer 70pum Nylon) Porengréfde gesiebt und abzentrifugiert. Nach dreimaligem
Waschen mit HBSS mit 3% fetalem bovinem Serum (FBS) wurden die Zellen in 10ml
K1 Medium (siehe Kapitel 2.1.2) mit im Folgenden beschriebenen Zusitzen auf
100mm Zellkulturplatten (TPP) resuspendiert. Diese Mediumzusammensetzung
ermoglicht die Selektion der TECs. Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt. Nach

dem zweiten Splitting wurden die Zellen fiir Experimente verwendet.

2.1.2 Zusammensetzung K1-Medium

DMEM/F12 + GlutaMAX (Gibco) 500ml
HEPES (1M, Gibco) 12,5ml
FBS (Sigma-Aldrich) 25ml
Penicillin (Sigma-Aldrich) 100U/ml
Streptomycin (Sigma-Aldrich) 100pl
Epidermal growth factor (100pg/ml, Calbiochem) 125ul
Hormonmix 5ml

S. | 12



Insulin (Sigma-Aldrich) 0,5mg/ml

Prostaglandin E1 (Cayman Chemical) 0,125pg/ml
3,3,5 Triiodothyronine (Sigma-Aldrich) 3,38ng/ml
Hydrocortison (Sigma-Aldrich) 1,8pug/ml
Transferrin (Sigma-Aldrich) 0,5mg/ml
Sodium Seletine (Sigma-Aldrich) 0,5mg/ml

2.1.3 Zellkultur

Das Medium wurde 3-mal wodchentlich gewechselt. Nach Absaugen des alten
Mediums folgte einmaliges Waschen mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS). Zum
Splitten wurde das alte Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und nach
erneuter Zugabe von Medium beklopft, bis sie sich von der Zellkulturschale geldst
haben. Die Anzahl der Zellen wurde mit einer 10ul Zahlkammer (C-Chip Neubauer
Improved, NanoEnteK) berechnet und die Zellen auf 100mm Zellkulturschalen fiir
Proteinanalysen oder 60mm Zellkulturschalen fiir Ribonukleinsdure (RNA, engl.

ribonucleic acid)-Analysen verteilt.

2.1.4 Behandlungsprotokolle
Aus WT und STAT-/--Mausen isolierte TECs wurden mit 1pg/ml LPS fiir 4 Stunden,
10ng/ml IFNYy fiir 8 Stunden oder 10ng/ml IFNy fiir 8 und 1pg/ml LPS fiir 4 Stunden

behandelt. Als Medium diente stets das Standardmedium. Bevor

- 2Zh Inhibitor qop 7ellen der entsprechende Wirkstoff zugegeben wurde, wurde

das alte Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen.

Zusatzlich wurden Versuche mit den JAK/STAT-Signalweg-

|-

\

Tanieny Inhibitoren Ag490 (75 uM), Stattic (5uM) und Fludarabine
(125pM) durchgefiihrt. Die Wirkstoffe waren in allen 3 Fallen in

T 4hLPS einer Konzentration in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost, die eine
V on Ende Endkonzentration von 0,25% DMSO im Medium betrug. Der
Abb. 2.1 Kontrolle wurde deshalb ebenfalls 0,25% DMSO beigefiigt. Die

Behandlung mit den Inhibitoren/DMSO begann 14 Stunden vor
der Behandlung mit I[FNy (Abb. 2.1).
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Zum Ende des Protokolls wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS
gewaschen, mit dem entsprechenden Puffer (siehe Kapitel 2.3.1 fiir Proteinanalyse
bzw. Kapitel 2.3.3 fiir RNA-Analyse) bedeckt, mit einem Zellkulturschaber von der
Platte geschabt, in ein Eppendorfgefafs iiberfiihrt und bis zur weiteren Verarbeitung

bei -80°C eingefroren.

2.1.5 Hypoxie

Um eine Hypoxie zu erzeugen, verwendeten wir Hypoxietopfe in denen mit Hilfe
einer Pumpe ein erheblicher Unterdruck erzeugt wurde. Nachdem die Topfe mit den
Zellkulturplatten verschlossen waren, wurde ein Unterdruck von 0,3 bar erzeugt und
dann liefden wir Stickstoff bis zu 1,3 bar einstréomen. Diese Schritte wurden 11-mal
wiederholt, so dass ein Sauerstoffpartialdruck von 1 mmHg erreicht wird. Die Topfe
wurden 24 Stunden bei 37°C bebriitet und dann die Zellen zur weiteren Analyse

geerntet. Dies fand entsprechend der Beschreibung in Kapitel 2.1.4 statt.

2.2 Invivo: Renale Ischamie-Reperfusion im Tiermodell
Tiere

Die Tierversuche fiir die oben beschriebenen in vitro-Versuche wie auch den im
Folgenden beschriebenen in vitro-Teil wurden unter dem Aktenzeichen 55.2-1-54-
2532-40-1014 von der Regierung von Oberbayern genehmigt. Es wurden vorrangig
die C57Bl/6] Maus und weiterhin die STAT1/- Maus mit C57Bl/6] Hintergrund
verwendet. Bei der STAT1/- Maus handelt es ich um eine ,STAT1 total body
knockout®, in welcher STAT1 in allen Zellen ausgeschaltet ist (Durbin et al. 1996). Die
STAT1-/- Mause stammen initial von der veterindrmedizinischen Universitit Wien
und wurden im Zentrum fiir praklinische Forschung, Klinikum rechts der Isar,
Technische Universitat Miinchen weitergeziichtet. Die C57Bl6] stammen von Charles
River (Wilmington, Massachusetts, USA). Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden
ausschliefdlich mannliche Versuchstiere im Alter von jeweils 8 - 12 Wochen
verwendet. Fiir Versuche I/R vs. Kontrolle und die Interventionsstudien mit STAT1-

Inhibitoren wurden die Tiere zuféllig den Gruppen zugeteilt.
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Narkose

Nach Einleitung mit Isofluran 3,5% (Atlane Isoflurane, Prover AG, Lyssach,
Schweiz) wurden Medetomidin 500pg/kg, Midazolam 5mg/kg und Fentanyl 50ug/kg
intraperitoneal injiziert. Wahrend der OP wurde die Maus auf einer Warmeplatte
platziert, um eine stabile Korpertemperatur beizubehalten. Die postoperative
Analgesie erfolgte iiber subcutane Injektion mit Buprenorphin 0,1 mg/kg (Temgesic,

Essex Pharma Miinchen) zunachst 30 Minuten vor OP-Ende und dann im Verlauf.

Operation Kurzzeitverlauf

Den auf dem Riicken liegenden Tieren wurde der Bauch rasiert, um sie dann
median zu laparatomieren. Die rechte Niere wurde aufgesucht und Nierenarterie,
Vene und der Ureter wurden ligiert. Das Organ wurde entnommen, die Kapsel
entfernt und dann zur weiteren Analyse fiir Histologie, RNA-Analyse oder
Proteinanalyse entsprechend verarbeitet. Dann folgte die Ligation von Arterie und
Vene der linken Niere mit einer Gefafsklemme. Die richtige Lage der Klemme wurde
durch Weifdfarbung der Niere kontrolliert. Wahrend der Ischamiezeit verhinderte
eine mit NaCl getrankte Kompresse das Austrocknen des Peritoneums. Die
erfolgreiche Reperfusion wurde nach Entfernung der Klemme durch erneute
Rotfarbung der Niere visuell Uberprift. Die Tiere wurden mittels Faszien und
kombinierter Kutan- und Subkutannaht mit 6-0 Nahtmaterial verschlossen und zur

genaueren Beobachtung in Einzel-Kéafigen gehalten.

Operation Langzeitverlauf

Den Tieren wurde die linke Flanke rasiert. Uber einen Flankenschnitt erfolgte die
Praparation der Niere mit Arterie, Vene und Ureter. Das Beibringen der Ischdmie
sowie das perioperative Management erfolgte dann entsprechend dem im
Kurzzeitverlauf beschriebenen Vorgehen. Da der in diesem Modell verursachte I/R
im Falle der Entfernung der gesunden Niere zum Tod des Tieres fiihrt, verblieb die

kontralaterale Niere bis zum Versuchsende in situ.

Versuchsaufbau
Zur Charakterisierung des Ischamie-Reperfusionsschadens wurden nach 40

Minuten Ischdmie zundchst eine Reperfusionszeit von 1, 3, 6, oder 24 Stunden
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untersucht, um den Verlauf der Expression, STAT1 abhdngiger Chemokine im I/R
Modell ndher charakterisieren zu konnen. Zu entsprechenden Zeitpunkten (1, 3, 6
und 24 Stunden post Ischamie) erfolgte die Euthanasie der Tiere durch Blutentzug
aus dem Herzen in tiefer Narkose. Milz und Niere wurden nach Euthanasie
entnommen und bei -80°C zu weiteren Untersuchungen kryokonserviert.

Flr Gruppenvergleiche zwischen WT und STAT1-/- Tieren wurde eine Ischdmiezeit
von 30 oder 40 Minuten verwendet und die Tiere 24 Stunden post reperfusionem wie
beschrieben euthanasiert (Abb. 2.2). Das gleiche galt fiir Tiere die mit Fludarabine
(100 pl, 125 pM), Ag490 (100 pl, 75 uM) oder DMSO (100 pl) behandelt wurden.

Im Langzeitmodell wurde eine Ischdmiezeit von 30 Minuten verwendet. Nach 30
Tagen Reperfusionszeit wurden die Tiere euthanasiert und die zu untersuchenden

Organe und Blut entnommen und weiterverarbeitet.

WT
Ischamie Reperfusion
l |
L
| |

| |
| | |
24

Vs. WI
Ischamie Reperfusion

| 1
241

Abb. 2.2: Versuchsplanung der Ischamie-Reperfusion, Kurzzeitmodell

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Western Blot Proteinanalyse
Die Proteinanalyse mittels Western Blot ist ein Verfahren zur Identifikation und
semiquantitativen = Messung von Proteinen aus Probenmaterial. Mittels

Gelelektrophorese werden die Proteine zuerst aufgetrennt und dann auf eine
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Membran iibertragen, auf der die Proteine durch Bindung an spezifische Antikorper
und einer fluoreszenzfarbstoffabhangigen Reaktion sichtbar gemacht werden.

Sowohl von Zellen als auch von Nierengewebe wurden Proteinextrakte mit RIPA-
Puffer (engl. radioimmunoprecipitation assay), der Protease und Phosphatase
enthielt (Roche), hergestellt. TECs von 100mm Zellkulturschalen wurden in 600pl
RIPA-Puffer resuspendiert. 12mg von bei -80°C gefrorenen Nieren wurden mit Hilfe
von QIA-Shredder 2 mal 2 Minuten mit 30Hz in 600ul RIPA-Puffer zerkleinert und
homogenisiert. Die Proteinkonzentration erfolgte mit dem Pierc BCA Protein Assay
Kit, das einen proteinabhingigen Farbstoff enthilt, der bei 562nm Wellenldnge
colormetrisch gemessen wird und es so ermdoglicht, anhand einer
Standardverdiinnung die Konzentration zu bestimmen.

Die Proteinextrakte wurden mit 25% Sample Puffer (NuPAGE LDS Sample Buffer)
und 7% Dithiothreitol (DTT) gemischt und fiir 10 Minuten auf 90°C erhitzt, um die
Proteine zu denaturieren. Pro zu untersuchender Probe benutzten wir 30-50 pg
Proteinextrakt. Die Proben wurden in Bis-Tris Gel 4-12% (NuPAGE boxed Bis-Tris
Gel 4-12%) in MOPS-Puffer (3-(N-Morpholino)propansulfonsiure-Puffer) geladen
und wanderten dann abhdngig von der Proteingréfie bei 200V fir 1 bis zu 1,5
Stunden bei 0°C durch das Gel (Invitrogen novex mini-cell). Um die Proteinbanden
anhand ihrer Grofde identifizieren zu kénnen, wurde in eine der Taschen stets ein
Marker (Precision Plus Protein™ Dual Color Standard) geladen. Mittels eines nassen
Transfersystems (Mini Trans-Blot Bio-rad, 30 V, 90 mA, 16 Stunden bei 4°C) wurden
die Proteine auf 0,45 pm PCDF Membranen (Immobilon Transfer Membranes - P
Blotting Sandwiches) transferiert und abhingig vom Antikorper in TBST mit 5%
bovinem Serum Albumin (BSA) oder 5% Trockenmilch geblockt. Die Membranen
wurden dann mit dem zu untersuchenden Antikérper inkubiert. Der STAT1
Antikorper (Santa Cruz SC356) wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur 1:1000
verdiinnt, der pSTAT1 Antikorper (Cell Signaling #9171) bei 4°C tiber Nacht 1:2000
verdiinnt und der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Antikoérper
(Cell Signaling #5174) als Standard fiir 1 Stunde 1:15000 verdiinnt. Die Verdiinnung
fand fiir pSTAT1 und GAPDH mit 5% BSA in TBST statt und fiir STAT1 mit 5%
Trockenmilch in TBST. Danach folgte 30 Minuten Waschen in TBST und dann 30
Minuten Inkubation mit dem sekundaren Antikérper bei Raumtemperatur welcher in

TBST mit 5% Milch oder BSA abhéngig vom Zielprotein verdiinnt wurde (Anti Rabbit
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Santa Cruz C2004; 1:12000 fiir pSTAT1 und STAT1, 1:15000 fiir GAPDH). Der
sekundare Antikorper bindet an die Fc-Region des primaren Antikdérpers. An ihn ist
das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP, engl. horseradish persoxidase) gekoppelt,
welches das spater hinzugegebene Luminol-Substrat oxidiert. Nach weiteren 30
Minuten Waschen in TBST wurde die Membran fiir 10 Minuten lichtgeschiitzt mit
Luminata Forte Western HRP Substrat, das auf Luminol basiert, inkubiert. Die
Anregungszeit betrug 30 Sekunden bis 30 Minuten, um die Proteinbanden sichtbar zu
machen.

Um mehrere Proteine auf einer Membran nachweisen zu konnen, verwendeten wir
ein Verfahren zur Entfernung der vorhandenen Antikorper. Die Membran wurde 10
Minuten in TBST und dann 30 Minuten in einem Stripping Puffer gewaschen. Dieser
wurde hergestellt aus 2 g SDS, 6,25 ml 1M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
und 0,78 ml B-Mercaptoethanol, aufgefillt auf 100ml mit destilliertem Wasser und
auf pH 6,7 eingestellt. Der Puffer wurde wahrend der Einwirkzeit auf 50 - 70°C
gehalten. Nach weiterem Waschen mit TBST fiir 30 Minuten (5, 10, 10, 5 Minuten)
konnte die Membran wieder mit Blocking Puffer, primdren und sekundiren

Antikoérpern und Substrat behandelt werden, wie oben beschrieben.

2.3.2 Elisa

Der Begriff Elisa steht fiir Enzyme-linked Immunosorbent Assay und stellt ebenfalls
eine antikorperbasierte Methode zum Nachweis und zur Quantifikation von
Proteinen dar. Kommt es zu einer entsprechenden Antikorperbindung, ermdglicht
eine enzymatische Farbreaktion die Messung. Proteinkonzentrate wurden analog zur
Beschreibung in 2.3.1 hergestellt. Bei der Elisa-Durchfiihrung wurden alle
Inkubationsschritte bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

96-well-Mikrotiterplatten wurden mit 100 pl des auf Arbeitsverdiinnung
verdiinnten Fangerantikorpers des zu untersuchenden Proteins tuber Nacht
beschichtet. Nach Aspiration des Antikorpers fand eine zweimalige Waschung mit
400ul Waschpuffer (0,05% Tween 20 in PBS) statt. Gefolgt wurde dies mit
einstiindiger Inkubation mit 300 pl Blockpuffer (1% BSA in PBS) und Wiederholung
des Waschschrittes.
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Nun konnten 100 pl der Proben hinzugegeben und fiir 2 Stunden inkubiert
werden. Nachdem die Platte wie oben beschrieben gewaschen wurde mussten 100 pl
des Detektions-Antikérpers hinzugefiigt und fiir 2 Stunden inkubiert werden. Nach
erneuter Waschung wurden 100 pl der Streptavidin-HRP-Lésung hinzugegeben und
fiir 20 Minuten inkubiert. Ab diesem Schritt war direkter Lichteinfall méglichst zu
vermeiden, um eine vorzeitige Reaktion zu verhindern. Nach erneuter Waschung
wurden 100 pl Substrat hinzugegeben und erneut fiir 20 Minuten inkubiert. Die
Reaktion wurde mit 50 pl Stoplosung beendet (2N H2S04).

Mit der optischen Auslesemaschine wurde anhand einer Standardverdiinnung die
Proteinkonzentration mit einer Lichtwellenlange von 450 nm wund einer

Wellenlangenkorrektur von 540 nm ausgelesen.

2.3.3 Real time quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die real time quantitative Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR) ist ein Verfahren
zur quantitativen Analyse von Desoxyribonukleinsaure (DNA; engl. desoxy
ribonucleic acid). Dabei werden Konzentrationsunterschiede eines Gens zwischen
Versuchsgruppen jeweils relativ zu einem in allen Gruppen gleich exprimierten Gen
(Referenzgen) gemessen. Reverse Transkription von aus Zellen oder Organen
isolierter RNA zu komplementirer DNA (cDNA; engl. complementary DNA)
ermoglicht es, die RNA der RT-qPCR zuzufiihren, da die relative Konzentration der

cDNA nach Transkription denen der verwendeten RNA-Probe entsprechen.

RNA-Isolation

Zur Isolation diente das Qiagen RNeasy Mini Kit. TECS von konfluent bewachsenen
60mm Zellkulturplatten wurden in 350 plRLT-Puffer suspendiert und durch ein
Vortex-Schiittelgerat 30 Sekunden lysiert und homogenisiert. 12 mg von bei -80°C
gefrorenen Nieren wurden mit Hilfe von QIA-Shredder 2 mal 2 Minuten mit 30 Hz in
600 pl RLT-Puffer zerkleinert und homogenisiert. Dem RLT-Puffer musste vor
Gebrauch 0,1% [-Mercaptoethanol zugefiihrt werden. Der Puffer enthilt eine hohe
Konzentration an Guanidiniumisothiocyanat, das die Bindung der RNA an eine

Silikatmembran ermoglicht. Nachdem das Lysat 3 Minuten bei maximaler
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Geschwindigkeit zentrifugiert wurde, kann der Uberstand 1:1 mit 70% Ethanol
gemischt werden. Das Gemisch wurde in das RNeasy spin column pipettiert, das die
Silikatmembran enthdlt und 15 Sekunden bei 10.000 U/Min durch die Membran
zentrifugiert. In diesem Schritt bindet die RNA an die Membran. Die zwei
Waschpuffer (Puffer RW1 und RPE), die in den folgenden Schritten durch die
Membran zentrifugiert wurden dienen dazu Kohlenhydrate, Fettsduren, Proteine und
Salze zu entfernen. Es sollen nur RNA-Ketten > 200 Basen an der Membran haften.
Um Verunreinigungen durch DNA zu vermeiden, wurde die Membran zusatzlich 15
Minuten bei Raumtemperatur mit einer DNAse inkubiert. Damit die Membran absolut
keinen Waschpuffer mehr enthdlt, wurde sie nochmals bei maximaler
Geschwindigkeit fiir 1 Minute zentrifugiert. Zuletzt wurden 30-50 pl RNAse-freies
Wasser auf die Membran pipettiert. Wahrend der darauffolgenden Zentrifugation (1
Minute bei 10.000 U/Min) l6st sich die RNA von der Membran und ist dann im

Wasser enthalten.

Reverse Transkription

Bevor mit der reversen Transkription begonnen werden konnte, musste die
genaue RNA-Konzentration photometrisch gemessen werden. Der iScript Reverse
Transkription Supermix diente zu reversen Transkription. Es wurden die RNA-Probe,
Nuklease-freies Wasser und der iScript reverse transcription supermix (Biorad) in
einem Eppendorf-Gefafd vermischt. Der Supermix enthalt die reverse Transkriptase
(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase), einen RNase-Inhibitor,
dNTPs, zufillige Primer, MgClz, und Stabilisatoren. Das Volumen der Probe ist
abhangig von der RNA-Konzentration (alle Gefafse sollen die gleiche Menge an RNA
enthalten). So wird gewahrleistet, dass alle Proben nach der Transkription die gleiche
Konzentration an DNA enthalten. Das Volumen wurde mit Nuklease-freiem Wasser
entsprechend ergdnzt. Um 20ul cDNA zu erhalten, fiigten wir der Reaktion 1000 ng
RNA hinzu. Das Gemisch wurde 5 Minuten bei 25° geprimed, dann fiir 30 Minuten auf
42°C erwarmt, da bei dieser Temperatur die Transkriptase aktiv ist, und dann fiir 5

Minuten auf 85°C gehalten, um die Transkriptase zu Inaktivieren (BioRad iCycler).
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PCR-Reaktion

Flr die PCR-Reaktion wurde der SsoFast EvaGreen Supermix verwendet. Dieser
enthalt einen Standard PCR-Puffer, EvaGreen Farbstoff und die Sso7d-fusion
Polymerase. Davon benutzten wir 12,5ul mit 2,5ul Primer (3uM), 0,5ul ¢cDNA und
9,5ul nukleasefreiem Wasser. Doppelbestimmungen aller Proben halfen Fehler zu
erkennen und zu vermeiden. Der Reaktionsmix wurde fiir 30 Sekunden auf 95°C
erhitzt, um die Polymerase zu aktivieren. Dann folgten 40 Zyklen mit jeweils 5
Sekunden bei 95°C, um die dsDNA zu denaturieren und 10 Sekunden bei 55°C fiir die
Kettenreaktion. Durch Verwendung einer Schmelzkurvenanalyse konnte die
Spezifitit und Homogenitit der PCR-Produkte sichergestellt werden. Der DNA-
Doppelstrang denaturiert bei einer bestimmten Temperatur und die damit
verbundene Fluoreszenzianderung wird gemessen. Handelt es sich bei dem Produkt
um Klone derselben DNA-Sequenz denaturieren sie bei gleicher Temperatur (BioRad
iCycler). In Tabelle 2.1. sind die in der Arbeit verwendeten Primer aufgelistet.

Zur relativen Quantifizierung wurde die 2-3ACt-Methode verwendet (Livak et al.

2001). Als Standardgen diente GAPDH.

Tabelle 2.1 Fiir RT-qPCR verwendete Primer

Gen Primer vorwarts 5>3° Primer riickwarts 5>3
GAPDH TCGGTGTGAACGGATTTGGC TTTGGCTCCACCCTTCAAGTG
IP-10 TCATCCCTGCGAGCCTATCC GGAGCCCTTTTAGACCTTTTT
CXCL9 CTGCCATGAAGTCCGCTGTTCT TCCCCCTCTTTTGCTTTTTCTT
iNOS TGGGGCAGTGGAGAGATTTT TCTGGTCAAACTCTTGGGGT
MCP-1 GCTGTAGTTTTTGTCACCAAG GATTTACGGGTCAACTTCACA
FXYD2 ATGGCTGGGGAAATATCAGAT ACCTGCCTATGTTTCTTACCG
Calponin ACGGCTTGTCTGCTGAAGTA AAGATGTCGTGGGGTTTCAC
IFNy TGCTGATGGGAGGAGATGTCT TTTCTTTCAGGGACAGCCTGTT
GCAACAGCAAGGCGAAAAAG ATCTCTTCCCCACCCCGAAT
IFNB TCGGACCACCATCCAGGCGT ACCTCACCTACAGGGCGGACT
STAT1 CGAACCTTCCTCCTCTTCCA TCTGGTGCTTCCTTTGGTCT
NGAL CCAGGGCTGGCCAGTTCACTC TGGGTCTCTGCGCATCCCAGT
KIM-1 TCAGCTCGGGAATGCACAA TGGTTGCCTTCCGTGTCTCT
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2.3.4 Klassische PCR

Die klassische PCR ermoglicht es, Genexpression anhand von isolierter RNA aus
Zellen oder Gewebe zu untersuchen. Dabei entsprechen die Isolation der RNA und die
reverse Transkription den in Kapitel 2.4 beschriebenen Verfahren. Nachdem man die
cDNA der PCR unterzogen hat, werden die Proben anhand ihrer Grofde in einem
Agarosegel aufgetrennt und kénnen dann sichtbar gemacht und identifiziert werden.

Zur Herstellung der Gele wurde 1,5% Agarosegel aus Agarose (Seakem LE agarose,
Biozym) und 1x konzentriertem TAE-Puffer (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer) pH 8 benutzt.
Die Mischung wurde zum Kochen gebracht und beim Abkiihlen bei ca. 55°C 0,005%
Ethidiumbromide hinzugemischt. Die das gegossene und getrocknete Gel enthaltende
Kammer wurde erneut mit TAE-Puffer pH 8 gefiillt. Der PCR-Mix bestehend aus
0,25ul DNA-Polymerase (1,25 U/50ul Reaktion, AmpliTaqg Gold 360 DNA-
Polymerase), 5,0ul PCR-Puffer (1X konzentriert, AmliTaq Gold 360 Buffer 10X), je
2,0ul vorwarts und riickwérts Primer (je 0,4puM), 1,0ul dNTP Mix (200uM/NTP,
Deoxynucleotide Mix, 10mM, Sigma), 3,0ul 25mM Magnesiumchlorid (1,5mM), 10 pl
cDNA-Probe und fiir PCR geeignetem Wasser, um das Volumen auf 50pl aufzufillen
wurde hergestellt.

Die PCR-Reaktion entspricht weitestgehend der schon in Kapitel 2.3.3
beschriebenen. Sie begann mit 94°C fiir 10 Minuten zur initialen Denaturierung,
darauf folgten 40 Zyklen mit jeweils: 94°C fiir 30 Sekunden zur Denaturierung, dann
60°C fiir 30 Sekunden zum Annealen und schlieflich 72°C fiir 60 Sekunden zur
Amplifikation. Eine finale Amplifikation bei 72°C fiir 7 Minuten beendete die
Reaktion.

17 pl der Proben wurden mit 3 pl Sample Buffer (Thermo-Fisher) in die Taschen
im Gel pipettiert. Die PCR-Produkte bewegten sich bei 90 V fiir 60 Minuten durch das
Gel. Mit 22,5 pl Fluoreszenzfarbstoff peqGREEN (VWR Peqlab) in 150ml TAE-Puffer
wurde die DNA fiir 30 Minuten in Dunkelheit angefarbt. Nach einem Waschvorgang
mit destilliertem Wasser fiir 10 Minuten kénnen die entsprechenden Banden mittels

UV-Licht visualisiert werden.
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2.3.5 Histologie

In Scheiben zerteiltes Tabelle 2.2: Nekrosescore

Nierengewebe  wurde in 4%

Score % nekrotischer Tubuli
Paraformaldehyde (PFA) fir 24 1 0-10%
Stunden fixiert um dann mit Ethanol Z 11-25%
3 26 - 50 %
dehydriert und in Paraffin fixiert zu 4 51-75%
werden. Die Schnitte wurden mit 5 76 -100 %

Periodic  acid-Schiff (PAS) wund

Hamatoxylin-Eosin (HE) angefarbt.

Die Schnitte wurden mithilfe eines Scanners digitalisiert (Hamamatsu NanoZoomer-
XR). Die Auswertung des Ausmafies der Tubulusnekrose erfolgte nach einem
etablierten Score (Savransky et al. 2006). Der Score ist in Tabelle 2.2 abgebildet. Die
Bewertung wurde von 2 Personen zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt.
Die Untersucher waren verblindet und untersuchten jeweils 15 Ausschnitte pro

Niere.

2.4 Statistik

Abhangig von den zu vergleichenden Gruppen wurde entweder ein t-Test fiir
unverbundene Stichproben, One-way ANOVA oder Two-way Anova bei gruppierten
Analysen, jeweils mit Graphpad-Prism 5, durchgefiihrt. Balken und Punkte der
Graphen reprasentieren jeweils den Mittelwert, die Fehler-Balken den
Standardfehler. Sofern bei den Auswertungen der in vivo-Ergebnisse rechte Nieren

zur Kontrolle benutzt wurden, erfolgte die Analyse der Gruppen ungepaart.
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3 Materialien

Folgende Materialen wurden fiir die in der Dissertation beschriebenen Versuche

verwendet:
3.1 Kits
Verwendung Bezeichnung Hersteller
RNA Isolation RNeasy Mini Kit Qiagen
Reverse Transkription iScript Reverse Transcription Supermix Bio-Rad
gRT-PCR SsoFast EvaGreen Supermix Bio-Rad
Proteinkonzantration Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo-Fisher
ELISA Mouse CXCL10/IP-10/CRG-2 DuoSet ELISA  R&D Systems
3.2 Chemikalien
Verwendung Bezeichnung Hersteller
Antibiotika Penicillin Sigma-Aldrich
Streptomycin Sigma-Aldrich
Inhibitoren Ag490 Calbiochem Merck Millipore
Stattic Calbiochem Merck Millipore
Fludarabine Sigma-Aldrich
Aniasthesie Sededorm/ Medetomidinhydrochlorid Prodivet
Midazolam Braun
Fentanyl Braun
Isofluran CP Pharma
Liganden LPS Sigma-Aldrich
IFNp Sigma-Aldrich
IFNf Sigma-Aldrich
Supplement; Blockierung  BSA Sigma-Aldrich
FCS Sigma-Aldrich
Trockenmilchpulver Roth

Western Blot

Wasch-Puffer
Zellkulturmedium/-puffer

Hormone

S. | 24

Precision Plus Protein Dual Color Standards
NuPAGE LDS Sample Buffer (4X)

NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20X)
NuPAGE Transfer Buffer (20X)

PBS

DMEM/F12 GlutaMAX

HEPES

HBSS

Insulin

Prostaglandin E1

Bio-Rad
Thermo-Fisher
Thermo-Fisher
Thermo-Fisher
Sigma-Aldrich
Gibco

Gibco

Gibco
Sigma-Aldrich
Cayman
Chemical



Sonstige Chemikalien

Gewebefixierung
Proteinextraktion

3,3,5 Triiodothyronine
Hydrocortison

Transferrin

Sodium Seletine

Ethanol

Methanol

TRIS

NacCl

2-Propanol

Glycin

DTT (Dithiothreitol)
Tween

SDS (sodium lauryl sulfate)
DMSO

HCI

Kaliumchlorid
-Mercaptoethanol
Paraformaldehyde reagent grade, crystalline

cOmplete™ ULTRA protease inhibitor
Cocktail

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Merck KGaA
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck KGaA
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche

PhosSTOP™ phosphatase inhibitor Roche
3.3 Software
Verwendung Bezeichnung Hersteller
RT-qPCR-Analyse iCycler iQ Bio-Rad
Elisa-Analyse MARS Data Analysis BMG Labtech
Statistik Excel Microsoft
GraphPad Prism GraphPad
Darstellung Illustrator Adobe
3.4 Gerite
Gerit Bezeichnung Hersteller
Mikroskop-Imaging NanoZoomer-XR Hamamatsu
Mikroskop BX40 microscope system Olympus
ELISA Plate-Reader FLUOstar Omega BMG Labtech
CO2 Brutschrank Heracell Heraeus
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Homogenisierer
Magnetriihrer
Manuelle Pipetierhilfen

Manuelle Multikanal-
pipetierhilfen

Manueller Dispenser
Elektrische Pipettierhilfe

RNA-Konzentrations-
messung
Real-Time-PCR
pH-Meter
SDS-Gelelektrophorese-
kammer

Tissuelizer
MR-3001
Research plus
Lambda plus
Lambda plus

Multipette plus
Research pro
Xplorer
BioPhotometer

My iQ iCycler
PB-11
Mini-Sub Cell GT

Qiagen
Heidolph
Eppendorf
Corning
Corning

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Bio-Rad
Sartorius
Bio-Rad
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Western Blot XCell SureLock Thermo-Fisher
Gelelektrophoresekammer
SDS Gelelektrophorese/ EC3000P Thermo
Western Blot
Spannungsquelle
Western Blotting Transfer ~Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad
Sterile Werkbanke Herasafe Heraeus
Vortex Mixer Vortex Mixer VM-300 neolLab
Waage LA120S Sartorius
Wasserbadinkubator SW 21 Julabo
Schiittler Dupmax 1030 Heidolph
Inkubationsschiittler Thriller VWR Peqlab
Zentrifugen Multifuge 3 L-R Heraeus
Centrifuge 5424R Eppendorf
Combi-Spin FVL-2400N Biosan
3.5 Einwegmaterialien
Verwendung Bezeichnung Hersteller
Probenaufbewahrung Eppendorf-Tubes / Falcons 0,15ml; 1,5ml; TPP,
2ml; 15ml; 50ml Trasadingen
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. SealMax Eppendorf
Optifit-Spitzen, unsteril Sartorius
Pipetten CELLSTAR serological pipette, sterile 5ml, Greiner bio-one
10ml, 25ml, 50ml
Skalpell Feather disposable scalpel Feather Safety
Razor
Einmalspritzen Einmalspritzen 2ml, 5ml, 10ml, 20ml Braun
Zellschaber Cell Scraper 24 cm TPP,
Trasadingen



Western Blot Membran
Western Blot Gel

Sterilfilter
Zellsieb
Zellkulturschalen

Mikrotiterplatte

Zahlkammer

Immobilon-P transfer membrane 0,45um
pore size

NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Protein Gels
1,0mm 10-well

Millex GP Filter Unit 0,22um

Cell Strainer, Nylon, 100pum, 70pum
Zellkulturschale 60mm, 100mm

96-Mikrotiterplatte

Hemocytometer C-Chip, Neubauer improved

Millipore, Merck,
Darmstadt, D
Thermo-Fisher

Millipore, IRL
Falcon BD

TPP,
Trasadingen
TPP,
Trasadingen
NanoEnteK
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4 Ergebnisse

4.1 STAT1 abhdngige Signalintegration in proximalen Tubuluszellen

Um zu zeigen, dass eine Signalintegration zwischen dem JAK2/STAT1 und den
TLR4 Signalwegen in renalen TECs stattfindet, haben wir diese Signalwege mit IFNy
beziehungsweise LPS aktiviert. Zu diesem Zweck wurden primare Zellen aus C57BL/6
und STAT1-/- Mausen isoliert. Abb. 8.1 (Anhang) stellt beispielhaft konfluent
gewachsene TECS dar, wie sie fiir die Versuche verwendet wurden. Um das
homogene Wachstum der TECs zu verifizieren, bestimmten wir die Expression des
Tubuluszellmarkers FXYD2. Zur Kontrolle wurden Calponin und FXYD2 in vaskuldaren
glatten Muskelzellen (VSMCs) bestimmt (Rensen et al. 2007, Cairo et al. 2009). Wie
erwartet exprimierten die VSMCs ausschliefdlich Calponin, die TECS vor allem FXYD2
und zu einem geringen Anteil Calponin (Daten nicht gezeigt). Eine zweite Methode
zur Bestimmung der Zellhomogenitit wurde von einem Kooperationslabor bei der
Etablierung desselben Protokolls benutzt. Hier wurde die Expression von E-cadherin
und Zytokeratin 7 als Marker fiir TECs und Vimentin fiir Mesenchymalzellen mit
konfokaler Mikroskopie gemessen (Daten nicht gezeigt).

Zundchst untersuchten wir die Aktivitit von STAT1 und pSTAT1 als einen der
Hauptakteure der postulierten Signalintegration. Hierfiir wurden isolierte TECs (WT
und STAT1-/-) mit LPS fiir 4 Stunden, IFNy fiir 8 Stunden oder zuerst IFNy und dann
LPS behandelt. Sowohl nach Behandlung mit IFNy allein als auch mit IFNy und LPS
zeigt sich eine starke Aktivierung von pSTAT1 und auch Hochregulation von STAT1
(Abb. 4.1 A). Nach LPS allein wurde keine Aktivierung verzeichnet. Dies steht im
Kontrast zur in Immun- und Mesenchymalzellen beobachteten Signalintegration.
Auch ist kein Unterschied zwischen IFNy allein und IFNy kombiniert mit LPS
detektierbar. In den aus STAT1~/- Mdusen isolierten Zellen ist keine STAT1- oder
pSTAT1-Aktivitat vorhanden. Somit scheint neben der Phosphorylierung auch eine
Steigerung der Expression von STAT1 fiir die folgend beobachteten Effekte
verantwortlich zu sein.

Um dies ,downstream“ von STAT1 bestitigen zu kdnnen, haben wir nun die
Expression von TLR4 und JAK2/STAT1 abhangigen Chemokinen nach Durchfiihrung
der bereits beschriebenen Behandlung mit [FNy, LPS oder beidem betrachtet (CXCL9,
[P-10, iNOS, MCP1) (Chassin et al. 2006, Panzer et al. 2008). Hierfiir wurde
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Abb. 4.1: TECs wurden aus WT und STAT1~/- Mausen isoliert und mit 1pg/ml LPS fiir 4 Stunden,
10ng/ml IFNy fiir 8 Stunden oder beidem behandelt. A) Proteinextrakte wurden mithilfe von
Westernblot-Analyse auf das Vorhandensein von pSTAT1, STAT1 und GAPDH als Standard
untersucht und anhand der optischen Dichte im Vergleich zur Kontrolle analysiert. Der Graph zeigt
den Mittelwert der optischen Dichte der Banden als Vielfaches zur Kontrolle. B-E) mRNA-
Expressionslevel von IP-10 (B), CXCL9 (C), MCP-1(D) und INOS (E) wurden durch RT-qPCR nach
reverser Transkription untersucht. mRNA-Expression ist als Vielfaches zur Kontrolle aus

unbehandelten WT und STAT1-/~-Zellen dargestellt. *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001
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isolierte mRNA mithilfe von RT-qPCR analysiert. Zur Beurteilung der STAT1-
Abhangigkeit der Expression wurden alle Experimente mit WT und STAT1-/- TECS
durchgefiihrt. Vergleicht man nun die untersuchten Gene, ist in allen vier Fallen zu
erkennen, dass die Stimulation mit IFNy und LPS stets zu einer starkeren Expression
fithrt als die Stimulation mit IFNy oder LPS allein (Abb. 4.1 B-E). Das trifft sowohl fiir
[P-10 und CXCL9 zu, die vor allem IFNy abhéngig aktiviert werden, als auch fiir MCP-
1 und INOS, bei welchen die Expression nach LPS-Behandlung héher ausfallt. In den
STAT1-/- Zellen ist auch die Aktivierung von IP-10 und CXCL9 nach Behandlung mit
IFNy stark vermindert. Fiir MCP1 und INOS haben sich bei alleiniger Behandlung mit
IFNy oder LPS keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Expression ergeben.
In allen vier Genen ist jedoch zu sehen, dass nur in Anwesenheit von funktionellem
STAT1 die starkste Expression durch Behandlung mit [FNy und LPS stattfindet.

Zwar zeigte das Chemokinmuster die beschriebene Amplifikation nach
Behandlung mit [FNy und LPS, es gab jedoch keinen Unterschied im STAT1 Protein
zwischen Behandlung mit IFNy oder zusatzlich LPS. Also kann dies nicht fiir die
Chemokinamplifikation von IFNy auf IFNy+LPS verantwortlich gemacht werden.
Deshalb untersuchten wir Serin-phosphoryliertes STAT1, da ebenso beschrieben ist,
dass dies fiir eine maximale STAT1-Aktivierung benétigt wird (Wen et al. 1995). Auch
hier blieb ein Unterschied zwischen IFNy und IFNy + LPS aus (Abb. 4.2), sodass

weitere Untersuchungen zum Mechanismus der Signalintegration notwendig sind.

con LPS IFNy  LPS+ IFNy Abb. 4.2: TECS wurden aus WT und
P, STAT1 — — STAT1-/- Méusen isoliert und mit 1pg/ml LPS
fir 4 Stunden, 10ng/ml IFNy fir 8 Stunden
STAT1 s oder beidem behandelt. Die aus den Zellen
gewonnenen Proteinextrakte wurden mithilfe
GAPDH ““ von Westernblot-Analyse auf das
Vorhandensein von pseeSTAT1, STAT1 und

GAPDH als Standard untersucht.
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4.2 Inhibition des JAK/STAT-Signalweges in vitro

Um herauszufinden, ob es mdglich ist, die Signalintegration mithilfe von
medikamentoser Inhibition des JAK/STAT-Signalwegs zu unterbinden, verwendeten
wir Inhibitoren, welche an unterschiedlichen Stellen des Signalweges eingreifen. Es
handelt sich dabei um die Inhibitoren Ag490, Stattic und Fludarabine. Ag490 ist ein
spezifischer JAK2 - Inhibitor (De Vos et al. 2000). Stattic gilt als spezifisch fiir STAT3
(Schust et al. 2006) und Fludarabine ist spezifisch fiir STAT1 (Frank et al. 1999). Dem
Medium wurden 14 Stunden vor der Behandlung mit IFNy (8 Stunden) und LPS (4
Stunden) der jeweilige Inhibitor zugesetzt (Abb. 4.3 A).

Aus den Zellen wurde erneut mRNA isoliert und mithilfe von RT-qPCR auf die
Chemokine CXCL9, IP-10, INOS und MCP1 analysiert. Sowohl Stattic als auch Ag490
fiihrten zu einer Reduktion der Expression von CXCL9, IP-10 und INOS. Im Falle von
MCP-1 schien nur Ag490 die Expression zu reduzieren. Bei Behandlung mit
Fludarabine war bei keinem der Chemokine ein Unterschied erkennbar (Abb. 4.3 B;

Daten fiir Fludarabine nicht abgebildet).
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Abb. 4.3: TECs wurden aus WT Mausen isoliert und mit 1pg/ml LPS fiir 4 Stunden und
10ng/ml IFNy fiir 8 Stunden behandelt. 14 Stunden vor der Zugabe von IFNy wurden die Zellen
mit 75 uM Ag490, 5 uM Stattic oder nur DMSO behandelt (in allen drei Fallen betrug die DMSO-
Konzentration 0,25%). mRNA wurde nach reverser Transkription mithilfe von RT-qPCR auf IP-10,
CXCL9, MCP1 und iNOS untersucht. RNA Konzentration ist jeweils als Vielfaches zu nur mit DMSO
behandelten Zellen. dargestellt. *=p<0,05
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4.3 STAT1-Phosphorilierung durch Hypoxie in vitro

Mit den vorausgegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die
Behandlung mit IFNy und LPS zu einer STAT1-Aktivierung mit Signalintegration
fihrt. Da diese Versuche eine artifizielle Stimulation sind, wurden TECs einer
Hypoxie flir 6 oder 24 Stunden ausgesetzt, die einen Aspekt der (renalen) Ischamie
imitiert (Almeida et al. 1992, Yu et al. 2016). Zur Beurteilung des STAT1-Proteins und
dessen Phosphorylierung wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Nach Hypoxie war
sowohl STAT1 als auch pSTAT1 gegeniiber der Kontrolle stirker nachweisbar (Abb.

4.4 A). Die Expression des zuvor betrachteten Chemokines iNOS sowie auch die

A = STAT1/GAPDH
e=m pSTAT1/GAPDH
Hypoxie Control 5. mm pSTATL1/STAT1
v T—— — -
pSTAT1(tyr) i
- . - s
STAT1 R R S S— 28
o @ 1
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GAPDH  NEGEGC———— S 1
04
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B C
ok K - IP'lO
0.0015 - ! ¥ ok x %ﬂ 25001 ; * -
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Abb. 4.4: TECs wurden aus WT und STAT1-/- Méusen isoliert und fiir 6 oder 24h bei 37°C einer
Hypoxie ausgesetzt. A) Proteinisolate der den gleichen Bedingungen ausgesetzten Zellen wurden
mittels Western Blot auf STAT1 und pSTAT1 untersucht. B) Die isolierte RNA wurde mithilfe von
reverser Transkriptase in DNA umgewandelt und dann durch RT-qPCR auf INOS untersucht. C)
Ein Elisa wurde genutzt um die Proteinkonzentration von IP-10 nach oben beschriebenen

Bedingungen zu untersuchen. *=p<0,05; ***=p<0,001
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Ubersetzung auf Proteinebene von IP-10 wurden erneut mithilfe von RT-qPCR bzw.
ELISA untersucht. Dabei zeigte sich eine Hochregelung von IP-10 und iNOS (Abb. 4.4
C, B) Bei den ebenso untersuchten Chemokinen CXCL9 und MCP1 konnte keine
Steigerung der Expression festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Um nun zu beurteilen, ob die Expression von IP-10 und INOS von der Aktivierung
des STAT1-Proteins abhangig ist, wurden die Versuche mit WT im Vergleich zu
STAT1-/-- TECS wiederholt. Es zeigte sich eine verringerte Expression von iNOS (Abb.
4.4 B) und Proteintranslation von IP-10 (Abb. 4.4 C). Dies bestatigt die STAT1-
Abhangigkeit.

4.4 STAT1-Phosphorilierung in vitro durch Ischamie-Reperfusion

Zum Nachweis einer STAT1-Aktivierung in vivo wurden C57BL/6 (WT) Mause
zunachst in einem letalen Modell einer Ischamie der linken Niere fiir 40 Minuten
nach Entfernung der rechten Niere ausgesetzt. Die Betrachtung des Zeitverlaufs (1, 3,
6, 24 und 72 Stunden Reperfusionszeit) von Kreatinin im Serum nach Ischdmie

ermoglicht eine Einschatzung der Nierenschadigung (Mark Moran et al. 1985). Nach
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Abb. 4.5: Nach Entfernung der rechten Niere wurde mit einer Klemme die Blutzufuhr der linken
Niere fiir 40 Minuten unterbunden. Die linken Nieren wurden nach 1, 3, 6 und 24 Stunden
Reperfusionszeit entnommen und Kreatinin im Serum der Mause zu diesem Zeitpunkt wurde
bestimmt (A). RNA wurde aus den Nieren isoliert und mit Hilfe von RT-qPCR auf NGAL analysiert
(B). ***=p<0,001
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Setzen der Ischdmie ist ein stetiger Anstieg des Kreatins zu beobachten, bis die Tiere
nach etwas zwei Tagen verstarben (Abb. 4.5 A), was angesichts der ausgepragten
Schadigung den Erwartungen entspricht. Eine weitere Moglichkeit akuten
ischamischen Nierenschaden einzuschitzen ist die Messung des Proteins NGAL das
sich insbesondere als Marker eines Tubulusschadens darstellt (Mishra et al. 2003,

Heyne et al. 2012). Unter Verwendung von RT-qPCR wurde die Expression von NGAL
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Abb. 4.6: Nach 40 Minuten unilateraler Ischamie wurde aus den Nieren nach 1, 3, 6 oder 24
Stunden Reperfusionszeit Protein oder RNA isoliert. A) Proteinisolate wurden mittels Western
Blot auf STAT und pSTAT1 untersucht. Dargestellt sind beispielhafte Proteinbanden und die
Quantifizierung der optischen Dichte. Als Standard diente GAPDH. B-E) Mit RT-qPCR wurde
mRNA auf die Chemokine IP-10 (B), CXCL9 (C), MCP1 (D) und iNOS (E) analysiert. Als Kontrolle

dienten kontralaterale, zuvor entnommene Nieren. *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; n.s.=nicht
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gemessen, wobei eine zeitlich progrediente Steigerung im Verlauf der
Reperfusionszeit auffiel (Abb. 4.5 B).

Die Aktivitat des STAT1-Proteins wurde mit Hilfe von Western Blot untersucht.
Die Phosphorylierung von STAT1 ist abhdngig von den verschiedenen
Reperfusioszeiten zu erkennen. Das wird in Abb. 4.6 A quantifiziert dargestellt.
Anders als in den TECS ist weniger eine Steigerung des Gesamtproteins STAT1 als
eine Zunahme der Phosphorylierung zu erkennen. Sie steigt bei 1 Stunde bereits
stark an und erreicht bei 3 Stunden ihren Hohepunkt.

Da sich in den Versuchen mit TECS ein Chemokinmuster nach STAT1-Aktivierung
gezeigt hat, versuchten wir dieselben Chemokine auch in aus den Nieren isolierter
mRNA nachzuweisen. Die Expression von IP-10 ist bereits nach einer Stunde stark
erhoht und nimmt dann kontinuierlich ab, bis sie nach 24h fast wieder auf dem
Ausgangniveau angelangt ist (Abb. 4.6 B). Die Expression von MCP1 hat nach 6
Stunden ihren Hohepunkt erreicht und nimmt dann ebenfalls ab (Abb. 4.6 D). iNOS
entwickelt einen stetig steigenden Trend bis zu etwa einer Verdoppelung der
Expression nach 24 Stunden, jedoch reichte die gewahlte Gruppengrofde nicht aus,

um eine Signifikanz nachzuweisen (Abb. 4.6 E).

4.5 Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges durch Typ I IFN nach
Ischamie/Reperfusion
Da wir die isolierten TECS mit IFNy aktivierten, stellten wir uns die Frage, ob IFNy

auch beim I/R-Schaden fiir die STAT1-Aktivierung verantwortlich ist und so eine

con con con 1h 3h 3h 3h 6h 6h 6h 24h  24h  24h

GAPDH

IFNy

Abb. 4.7: Postischdmische Nieren (40 Minuten) wurden nach 1, 3, 6 und 24 Stunden
Reperfusionszeit entnommen und mittels klassischer PCR auf [FNy untersucht. Als Kontrolle

dienten Sham-operierte Tiere.
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Rolle bei der Aktivierung des adaptiven Immunsystems spielt. Jedoch konnte weder
mittels klassischer PCR (Abb. 4.7) noch mit RT-qPCR (Anhang, Abb. 8.2) eine
Steigerung der Expression nachgewiesen werden.

Da im Rahmen der Aktivierung des JAK/STAT-pathways durch Typ I-Interferone
auch eine Aktivierung von STAT1 durch IFNf existiert, untersuchten wir bei nicht
nachweisbarem IFNu die Expression dessen (Toshchakov et al. 2002). Das hierbei
nachgewiesene Expressionsmuster ldsst die Vermutung einer Aktivierung des

pathways durch INFf3 nahe (Abb. 4.8).

% 95 IFNbeta Abb. 4.8: Nach 40 Minuten
E unilateraler Ischamie wurde aus
:g 20+ * den Nieren nach 1, 3, 6 oder 24
E 15 - ! Stunden Reperfusionszeit RNA
E isoliert und mit Hilfe von RT-qPCR
g 107 auf IFNB analysiert. Als Kontrolle
% 51 dienten kontralaterale, ZUvor
% 0 entnommene Nieren. *=p<0,05;

= con 1h 3h 6h 24h

4.6 Phidnotyp des STAT1-Knockouts im Kurzzeitverlauf = nach
Ischimie/Reperfusion

Um die Auswirkung von STAT1-/- zu untersuchen, setzten wir WT und STAT1-/--
Médusen einer 40-minttigen unilateralen Ischamie, gefolgt von 24 Stunden
Reperfusion aus. Da die Tubuli, insbesondere im Bereich des dufieren Markes,
besonders vulnerabel fiir Ischdamie sind, eignet sich die Tubulusnekrose als sensitiver
Marker. Anhand eines semiquantitativen Scores zeigte sich ein signifikanter
Unterscheid zugunsten der STAT1-/--Mause (Abb. 4.9).

Die Protektion der STAT1-/--Tiere lief3 sich jedoch anhand der Nierenfunktion, also
bei Betrachtung von Kreatinin und Harnstoff, nicht verifizieren (Abb. 4.10 A+B). Auch

bei dem Versuch den Unterschied mit der Expression von NGAL zu bestimmen,
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Abb. 4.9: 24 Stunden nach unilateraler Ischiamie (40 Minuten) wurden linke Nieren in Paraffin
eingebettet. Nach Anfertigung von Histologien (A) konnte mit Hilfe eines Scores (C) der Grad der
Tubulusnekrose beurteilt werden. Im Vergleich von WT und STAT1/- zeigt sich ein niedrigerer
Nekrosegrad bei STAT1/-(B). Als Kontrolle dienten kontralaterale, zuvor entnommene Nieren.

*=p<0,05

konnte die Verbesserung der Nierenfunktion nicht bestitigt werden (Abb. 4.10 C).
Um eine Verschleierung des Phanotyps durch eine iiberméaf3ige Schadigung der Niere
nach 40-mintitiger Ischidmie auszuschlief3en, wiederholten wir die Experimente mit
nur 30 Minuten Ischamie. Da auch hier keine Unterschiede in Nierenfunktion oder
Schadigungsmarkern gefunden werden konnten, gehen wir von einem zwar
existierenden, jedoch im Orchester der akuten Schiadigung nicht ausreichend
prominenten Phanotyp aus. Neben den Nierenretentionsparametern (Abb. 4.11 A, B)
und NGAL (Daten nicht gezeigt) zeigte auch die Expression von Kidney Injure
Molecule 1 (KIM-1, Abb. 4.12 C), einem weiteren Marker fiir die Schadigung

proximaler Tubuli, keinen Unterschied.

S.|37



>
w
O

n.s. L NGAL
34 250+ S 1.5-
_ n.s. = %

= = S04 T 5 S

@ 24 P 5 1.0-
£ E 150- S
£ 5 I
c = 100+ i

£ 1- % 2 0.5-
0 g 504 o
X T _S
O

0 0- S 0

WT STAT1+ WT STAT1+ = WT STAT1™

Abb. 4.10: A, B) Nach 40-miniitiger unilateraler Ischdmie und 24 Stunden Reperfusionszeit
wurde WT und STAT1-/- Mausen Blut entnommen und die Kreatinin- (A) und Harnstoff- (B)
Konzentrationen bestimmt. C) Aus den Nieren wurde mRNA isoliert und mittels reverser

Transkription und RT-qPCR die Expression von NGAL untersucht. n.s.= nicht signifikant

Zusatzlich untersuchten wir erneut die bekannten und bereits in TECs als STAT1-
abhangig nachgewiesenen Chemokine, um festzustellen, ob das verdnderte
Expressionsmuster in STAT1/-- TECS auch in vivo zu finden ist. Neben IP-10 und
MCP1 ist interessanterweise auch die Expression von CXCL9 stark vermindert,

obwohl diese nach Ischamie/Reperfusion gegeniiber Sham-operierten Tieren nicht
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Abb. 4.11: A, B) Nach 30-miniitiger unilateraler Ischamie und 24 Stunden Reperfusionszeit
wurde WT und STAT1-/- Mausen Blut entnommen und die Kreatinin- (A) und Harnstoff- (B)
Konzentrationen bestimmt. C) Aus den Nieren wurde RNA isoliert und mittels reverser

Transkription und RT-qPCR die Expression von KIM-1 untersucht. n.s.=nicht signifikant
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gesteigert war (Abb. 4.12). Auch in den TECS hatte das Fehlen von STAT1 einen

enormen Einfluss auf die CXCL9 Expression.
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Abb. 4.12: Postischamische (40 Minuten) Nieren von WT und STAT1~/- Mausen wurden nach
24 Stunden entnommen und mRNA wurde isoliert. Mittels reverser Transkription und RT-

gPCR wurde diese auf die Chemokine IP-10, CXCL9, MCP1 und iNOS untersucht. *=p<0,05

4.7 Invivo STAT1-Inhibition nach Ischamie/Reperfusion

Da anhand der akuten Tubulusnekrose ein protektiver Phianotyp von STAT1-/-
gezeigt werden konnte, entschieden wir uns zur Durchfiihrung einer
Interventionsstudie. Wir entschieden uns fiir das vielerprobte Cytostatikum
Fludarabine zur selektiven Inhibition von STAT1 und applizierten dieses
intraperitoneal. 2h vor Beginn der Ischdamie und intraperitoneal DMSO als Kontrolle.
Weder anhand der Nierenfunktion noch im Grad der akuten Tubulusnekrose konnten
signifikante Unterschiede festgestellt werden. Auch die JAK2-Inhibition im selben
Modell mit AG-490 blieb ohne Unterschiede der Nierenfunktion (Abb. 8.3), was im
Kontrast zu bereits im renalen I/R in Ratten erfolgten Untersuchungen steht. Anders
als in vitro blieb die Reduktion der Expression STAT1-abhdngiger Chemokine in

diesem Versuch aus (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise spricht das fiir eine

S.|39



unzureichende JAK2-Blockade durch AG-490 in unserem Versuchsaufbau. Aufgrund
des ohnehin nur geringen Phanotyps nach STAT1-/- iiberrascht aber die ausbleibende

pharmakologische Protektion nicht.
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Abb. 4.13: 2 Stunden vor Beginn der 40 Minuten unilateralen Ischdmie wurde WT-Mausen
100pl Fludarabine (25mg/ml in DMSO) oder DMSO injiziert. A, B) Die Nieren wurden nach
24 Stunden Reperfusion entnommen und im Serum der Miuse wurde Kreatinin (A) und
Harnstoff (B) bestimmt. C) Nach Anfertigung von Histologien konnte mit Hilfe eines Scores

der Grad der Tubulusnekrose beurteilt werden. n.s.=nicht signifikant

4.8 STAT1 abhidngige Fibrose im Langzeitverlauf nach Ischimie/Reperfusion
Anhand unserer bisherigen Ergebnisse mit klarem in vitro Phanotyp der STAT1-/-
Tubuluszellen ohne jedoch klinisch hervorstechende Unterschiede in der
Nierenfunktion im Kurzzeitverlauf nach I/R zwischen WT und STAT1-/- sollten nun
die moglichen Langzeitfolgen der Nierenheilung im Sinne von Fibrosebildung
untersucht werden. WT- und STAT17/--Mduse wurden einer 30-miniitigen
unilateralen Ischamie, gefolgt von 30 Tagen Reperfusion, unterzogen. Die
histologische Auswertung anhand immun-histochemischer Farbungen von a-smooth
muscle antigen (SMA), Lectin, der glomeruldren Dichte sowie eines Fibrosescores
gebildet aus den Farbungen Masson trichrome, Silber und Kollagen, bestdtigen den
Phanotyp mit deutlich mehr Fibrose bei STAT1~/- (Abb. 4.14 B-E). Dies bestatigte den
visuellen Eindruck der deutlich stirker renkulierten und fibrotisch durchzogenen

postischamischen Nieren der STAT1-/--Mause (Abb. 4.14 A). Die nicht einer Ischamie
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unterzogenen rechten Nieren dienten jeweils als Kontrolle. STAT1 wirkt also

protektiv vor Fibrose im Langzeitverlauf 30 Tage nach renalem I/R.
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Abb. 4.14: WT und STAT1/- Mause wurden einer 30-miniitigen unilateralen Ischamie gefolgt von
30 Tagen Reperfusion unterzogen. A) Beispielbilder fiir unbehandelte (r) und fibrotische (1)
Nieren. B, C) Immunhistologische Bestimmung von aSMA und Lectin sowie die optische
Quantifizierung. D) Anzahl der Glomeruli pro high-power-field. (HPF). E) Kollagen-, Silber- und
Masson trichrome-Farbungen wurden an histologischen Schnitten durchgefiihrt. Der Graph zeigt
den Durchschnitt eines Scores zur Bestimmung des Fibrosegrades. Adaptiert nach Kemmner und

Bachmann et. al. 2019. *=p<0,05; n.s.=nicht signifikant
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5 Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass eine Signalintegration nach simultaner
TLR4 und STAT1-Aktivierung in TECs stattfindet. Dies ist vereinbar mit vorherigen
Untersuchungen, die eine Signalintegration bereits in Makrophagen, Endothelzellen
und glatten Gefafdmuskelzellen nachweisen konnten (Hu et al. 2007, Hu et al. 2008,
Sikorski et al. 2011, Qiao et al. 2013, Chmielewski et al. 2014). Da diese Signalwege
bei der Aktivierung und Steuerung des Immunsystems beteiligt sind und die
postischamische Inflammation mafdgeblich zum I/R beitragt, impliziert dieser STAT1-
abhangige Signalintegrationsprozess in TECS einen méglichen positiven Nutzen einer
STAT1-Inhibierung auf das Outcome der akuten Nierenschadigung. In weiteren
Untersuchungen konnten wir zwar in einem letalen I/R Modell bei STAT1-Deifizienz
ein besseres histologisches Outcome nachweisen, dies schlug sich jedoch nicht in
einer signifikant besseren Nierenfunktion 24 Stunden post reperfusionem nieder. Im
Langzeitverlauf nach I/R zeigt sich allerdings deutlich mehr Fibrose bei STAT1-
Defizienz. Im Weiteren sollen unsere Ergebnisse und der Einfluss von STAT1 auf den

renalen Ischamie/Reperfusionsschaden diskutiert werden.

5.1 Eine TLR4-STAT1-Signalintegration in TECs findet statt

Es ist bekannt, dass eine Signalintegration zwischen IFNy und TLR4 in
verschiedenen Immunzellen wie Makrophagen aber auch in nicht Immunzellen wie
Splenozyten, Milchgangepithelzellen und vaskuldren glatten Muskelzellen stattfindet.
Wir konnten zeigen, dass dies auch in den von uns behandelten TECs vorkommt. Die
hohe Expression von IP-10, CXCL9, MCP1 und iNOS nach Stimulation mit IFNy und
LPS belegt dies. Das Ausbleiben der Expressionssteigerung in den STAT1-/--Zellen,
lasst den Schluss zu, dass der Effekt STAT1-vermittelt ist.

Verschiedene Mechanismen, die zur Amplifikation dieser Signale beitragen,
wurden bereits identifiziert (Schroder et al. 2006, Sikorski et al. 2011, Sikorski et al.
2012). Wir konnten zeigen, dass diese Mechanismen auch in den von uns
behandelten TECs ablaufen. Dabei fanden wir ein Muster proinflammatorischer

Chemokine die aufderdem auf eine Signalintegration zwischen dem TLR4- und
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JAK2 /STAT1-Signalweg schliefden lasst. Die hohe Expression von IP-10, CXCL9, MCP1
und iNOS nach Stimulation mit IFNy und LPS ist Ausdruck dessen.

Interessanterweise war zwar eine starke Phosphorylierung von STAT1 nach
Behandlung mit I[FNy und IFNy + LPS vorhanden, jedoch zeigte sich zwischen den
beiden Behandlungen kein Unterschied. Ein in der Literatur beschriebener
Mechanismus der Signalintegration ist die Phosphorylierung von STAT1, die nach
Behandlung von IFNy gefolgt von LPS hoher ausfallt als nach Behandlung mit [FNy
alleine (Schroder et al. 2006). Dies scheint also auf TECs nicht zwangsweise
zuzutreffen.

Es ist bekannt, dass zur maximalen Aktivierung von STAT1 nicht nur die
Tyrosinphosphorylierung, sondern eine zusatzliche 727-Serinphosphorylierung am
C-terminalen Ende bendétigt wird (Wen et al. 1995, Decker et al. 2000). In humanen
Makrophagen konnte gezeigt werden, dass eine Serinphosphorylierung unabhangig
von JAK-Rezeptoren stattfindet, die eine gute Erklarung der Signalintegration bieten
kénnte (Shoenfelt et al. 2006). Die Untersuchung von mit LPS, IFNy oder LPS+IFNy
behandelten TECS auf Serin-phosphoryliertes STAT1 zeigte ebenfalls keinen
Unterschied zwischen IFNy allein oder mit zusatzlich LPS, so dass dieser
Mechanismus nicht fiir das Chemokinmuster verantwortlich gemacht werden kann.

Ein jingeres Modell beschreibt Chromatin-remodeling als Ursache fiir die
Signalintegration (Qiao et al. 2013). Laut diesen Erkenntnissen fiihrt IFNy-abhangige
STAT1-Aktivierung zu Histonacetylierung in Promotorregionen fiir TNF, IL6 und IL-
12B, ohne dort Transkription zu induzieren. Vielmehr kommt es zu einer
Verstirkung der Wirkung TLR4-abhangiger Transkriptionsfaktoren. Deshalb sind
weitere Untersuchungen notwendig, um zu determinieren, ob vielleicht dies oder ein
anderer Mechanismus zur beschriebenen Signalintegration flihrt.

Insgesamt konnte bestitigt werden, dass TECs im Stande sind, eine
Chemokinantwort auf proinflammatorische Zytokine zu generieren und dass diese

bei simultaner Aktivierung von STAT1 und TLR4 massiv amplifiziert wird.
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5.2 JAK/STAT-Inhibitoren unterbrechen die Signalintegration

Auch in Voraussicht moglicher I/R-Interventionsversuche mit Inhibitoren des
JAK/STAT-Signalweges wahlten wir mehrere Substanzen mit unterschiedlichen
Angriffspunkten im JAK/STAT-Signalweg. Es gilt herauszufinden, in welchen Zellen
die Aktivierung von STAT1 und die unter Umstidnden damit verbundene
Signalintegration zum Tragen kommt. Es lief? sich zeigen, dass direkte Inhibition von
STAT1 (Stattic) und indirekte via JAK2 (Ag490) die Signalintegration mit IFNy und
LPS bremst bzw. weitestgehend eliminiert (Meydan et al. 1996, Szelag et al. 2013). So
kamen wir zu dem Schluss, dass an einem etwaigen positiven Effekt der Inhibition
von STAT1 im I/R in vivo die Unterbrechung der Signalintegration in TECs mit

verantwortlich ist.

5.3 STAT1-/-verhindert Chemokinproduktion nach oxidativem Stress

Es ist eine anerkannte Methode I/R mittels sauerstoffarmer Atmosphire zu
simulieren und so entsprechende Zellen oxidativem Stress auszusetzen (Jiang et al.
2010). Dabei wird entweder versucht ganze Tubuli zu isolieren und diese einer
kurzen Hypoxiezeit auszusetzen, oder kultivierte TECs werden einer ldngeren
Hypoxie (zum Beispiel 24 Stunden) ausgesetzt (Almeida et al. 1992, Yu et al. 2016).
Eine grofiere Anzahl an zelluliren Bestandteilen und Medikamenten, die zur
Protektion von TECs im I/R beitragen konnen wurden so identifiziert (Almeida et al.
1992, Ling et al. 1998, Lien et al. 2003, Shi et al. 2009, Linkermann et al. 2012, Suh et
al. 2014, Braun et al. 2015, Yu et al. 2016). Unsere Analyse zum STAT1-Protein und
die Expression davon abhdngiger Chemokine (IP-10, iNOS) lasst eindeutig auf aktives
STAT1 nach 24 Stunden andauernder Hypoxie schlief3en. Eine iNOS-Defizienz schiitzt
TECs vor Hypoxie (Ling et al. 1998). Dies ist vermutlich damit erklarbar, dass iNOS
als Isoenzym der NO-Synthase mafdgeblich an der Produktion von NO beteiligt ist
(Knowles et al. 1994). NO selbst wurde als Mediator von Tubuluszellschaden im I/R
identifiziert (Yu et al. 1994). Auch in den STAT1-/- Zellen fllt die Expression von iNOS
und auch [P-10 bedeutend geringer aus als in WT, so dass auch in diesem Kontext von

einem protektiven Effekt der STAT1-Defizienz ausgegangen werden kann.
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5.4 STAT1 wird bei renalem I/R aktiviert

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass STAT1 im [/R aktiviert wird. Dies
wurde auf Proteinebene durch Phosphorylierung von STAT1 und durch die
Expressionssteigerung von Chemokinen, die STAT1-abhangig aktiviert werden
konnen, sichtbar. Da die Expression von IP-10, CXCL9 und MCP1 in STAT1/--Tieren
gegeniiber WT-Tieren niedriger ausféllt, kann man darauf schlieflen, dass diese
Expressionssteigerung STAT1-vermittelt zu sein scheint und nicht auf einen anderen
Transkriptionsfaktor zuriickzufiihren ist.

Ublicherweise wird der JAK2/STAT1-Signalweg von IFNy aktiviert. In der
Literatur existieren Ergebnisse, die darauf hinweisen, dass dies auch im renalen I/R
passiert (Yang et al. 2008). Wahrscheinlich wird IFNy von natiirlichen Killer T (NKT)-
Zellen und neutrophilen Granulozyten sezerniert, die schon nach 30 Minuten bzw. 3
Stunden die Niere infiltrieren (Li et al. 2007). Der von uns beschriebene Zeitverlauf
der STAT1-Phosphorilierung geht einher mit der Infiltration der IFNy-
produzierenden Zellen. Zwar liefert die FACS-Analyse klare Ergebnisse zum
Vorhandensein von IFNy, trotzdem gibt es in der Literatur wenige Daten zum
Nachweis auf mRNA und Proteinebene. Auch in unseren Untersuchungen war es
leider nicht méglich IFNy-mRNA anhand klassischer PCR mit Gelelektrophorese oder
RT-qPCR nachzuweisen.

Aus diesem Grund untersuchten wir Nierengewebe auf das Vorhandensein von
IFNB. Auch IFNf ist ndmlich im Stande liber JAK2 eine STAT1-Phosphorilierung
hervorzurufen (Sanceau et al. 2000, Toshchakov et al. 2002, Wesoly et al. 2007).
Tatsachlich stellte sich heraus, dass es auf mRNA-Ebene zu einer Steigerung der
Expression kommt. Trotz eindeutiger Hinweise in der Literatur auf das Vorliegen
einer STAT1-Aktivierung durch IFNy, konnte so auf Expressionsebene gezeigt
werden, dass ein weiteres STAT1-aktivierendes Cytokin, IFNf, zu einer STAT1-
Aktivierung bei [ /R fiihrt.

5.5 STAT1-Defizienz schiitzt vor akuter Tubulusnekrose im renalen I/R
[/R-Versuche mit verschiedenen Knockout-Tieren konnten in der Vergangenheit

zeigen, welche Rezeptoren oder intrazellularen Proteine zum verursachten Schaden
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beitragen, beziehungsweise bei Inhibition protektiv wirken. Unsere Untersuchungen
sollten herausfinden, ob die Signalintegration via STAT1 dazugehort. Der JAK2-
Inhibitor Ag490 stellte sich als wirksames Agens bei /R im Rattenmodell heraus
(Yang et al. 2008). Auch wenn dabei ebenfalls die Phosphorylierung von STAT1
abgenommen hat, kann der Effekt nicht mit Sicherheit auf STAT1 zuriickgefiihrt
werden, da JAKZ an mehrere Rezeptoren gekoppelt sein kann und Teil von
verschiedenen JAK/STAT-Signalwegen ist, bzw. indirekt auch Transkriptionsfaktoren
anderer Signalweg-Familien aktiviert (Parganas et al. 1998, Herrington et al. 2001,
Gu et al. 2003). Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass unsere Ergebnisse von denen
Yangs et al. abweichen. In Kapitel 5.3 wurde die im I/R ablaufende STAT1-
Aktivierung besprochen. Der Grad der Tubulusnekrose ist in STAT1-/- geringer als in
WT-Tieren, was flir einen protektiven Effekt spricht. Dieser Phanotyp scheint jedoch
nicht ausgepragt genug, um einen Einfluss auf die Nierenfunktion zu haben.
Moglicherweise liegt dies aber am hoheren Gewicht der STAT1-/--Tiere, denn
Serumkreatinin und Harnstoff korrelieren, wie im Menschen, auch in Miusen mit
dem Korpergewicht (Dunn et al. 2004). Da nur mannliche Tiere desselben Alters fiir
die Versuche verwendet wurden, ist der Gewichtsunterschied wahrscheinlich eine
Auspragung der genetischen Verdnderung. Letztendlich fiihrte die STAT1-Defizienz
zu keinem so starken Phanotyp nach [/R, dass es sich durch eine bessere
Nierenfunktion oder reduzierter Expression von NGAL und KIM-1 als Marker der
Tubuluszellschadigung bemerkbar macht (Heyne et al. 2012).

Sowohl bei der histologischen Betrachtung der Tubulusnekrose als auch bei der
Expression von NGAL, fiel ein sehr hohes Maf$ an Schadigung im verwendeten Modell
auf. Vergleicht man namlich die Ischdmiezeit von 40 Minuten des verwendeten
unilateralen Modells mit anderen in der Literatur gebrauchlichen Modellen, muss
man von einem sehr hohen Grad der Nierenschadigung mit letaler Konsequenz fiir
den Organismus ausgehen (Linkermann et al. 2013, Hesketh et al. 2014). Deshalb
konnte die durch die 40 Minuten Ischdmie verursachte Nierenschadigung so stark
ausgepragt sein, dass ein etwaiger Effekt der STAT1-Inhibierung nicht in der Weise
zum Tragen kommt wie durch kiirzere Ischamie. Womoglich resultierte auch die
daraufhin gewahlte Ischamiezeit von nur 30 Minuten in noch einem zu grofien
Schaden. Bekannterweise existiert eine grofde Bandbreite an inflammatorischen

Prozessen die den I/R vermitteln und durch die vermutlich eine zu starke
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Entziindung vermittelt wird, um die protektive Wirkung des Knockouts
nachzuweisen. Deshalb sind weitere Untersuchungen mit verdnderten Parametern,
insbesondere einer kiirzeren Ischamiezeit nétig, um die Frage endgiiltig beantworten

zu konnen.

5.6 Akute Tubulusnekrose bleibt bei pharmakologischer STAT1-Inhibition
unverandert

Die zwei im, ebenfalls 40-miniitigen, Interventionsmodell durchgefiihrten
Versuchsreihen kénnen mit den in Kapitel 5.5 gezogenen Schliissen in Einklang
gebracht werden. Mit Ag490 konnte Kkein signifikanter Vorteil der
Interventionsgruppe im gewdhlten letalen Modell mit 40-minitiger Ischdmie
nachgewiesen werden, jedoch ist angesichts der Kreatinin- und Harnstoffwerte ein
Trend zugunsten dieser Gruppe ersichtlich. Dies steht interessanterweise nicht im
Einklang mit dem von Yang et. Al. 2008 publizierten Ergebnis im vergleichbaren
Rattenmodell. Ginge man dennoch von einer protektiven Wirkung der JAK2-Inhibtion
aus, ldasst sich allein durch diesen Versuch nicht feststellen, ob die geringere
Aktivierung von STAT1 dafiir verantwortlich ist. Fiir einen nicht STAT1-vermittelten
Effekt spricht die fehlende Reduktion der Expression von IP-10, CXCL9 und iNOS.

Betrachtet man die Daten der Versuche mit dem spezifischen STAT1-Inhibitor
Fludarabine, scheint dieser keinen protektiven Einfluss auf die Nierenfunktion zu
haben. Ahnlich wie bei den STAT1-/--Tieren zeigt jedoch die Tubulusnekrose einen
nicht signifikanten Trend zugunsten der Interventionsgruppe. Zusammen mit den
STAT1-/--Ergebnissen bestatigt dies die Vermutung, dass STAT1 zwar aktiviert wird
und der JAK/STAT-Signalweg auch an der Reperfusions-Inflammation beteiligt ist,
die alleinige Inhibierung von STAT1 jedoch in diesem harten Modell nicht ausreicht,
um eine Verbesserung der Nierenfunktion anhand von Retentionsparametern wie

Kreatinin festzustellen.
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5.7 STAT1 schiitzt vor Fibrose im Langzeitverlauf nach Ischamie /Reperfusion

Wie bereits erwahnt, besteht die Mdglichkeit einer zu grofden Schadigung durch
den I/R, um unmittelbar postinterventionell einen Unterschied der Nierenfunktion
anhand von Retentionsparametern messen zu konnen. Die reduzierte
Chemokinproduktion mag zwar den Influx an Immunzellen herabsetzen oder
modulieren (Bernhardt et al. 2017), moglicherweise hat dies aber keinen Einfluss auf
den durch Hypoxie und oxidativen Stress ausgelosten Zelltod der proximalen
Tubuluszellen. Einige zu diesem Zeitpunkt durchgefiihrte Studien legen nahe, dass
die Erforschung und Beeinflussung verschiedener zwischen Apoptose und Nekrose
liegender Wege des Zelltodes vielversprechende Therapieansatze zur Unterdriickung
der ATN bereithalten konnte (Linkermann et al. 2012, Friedmann Angeli et al. 2014).
Detaillierter werden diese Zusammenhange unter 5.8 diskutiert.

Vielmehr mag deshalb die Beeinflussung der Immunzellen sowie die konsekutive
Inflammation den Weg der Resolution bzw. des ,Aufraumens” nach I/R eine grof3ere
Rolle als die ATN spielen, wenn man STAT1/- betrachtet. Insbesondere ist dabei die
Spanne zwischen der funktionellen Heilung ,,ad integrum“ und der Narbenheilung, im
Falle der Niere IF/TA genannt, gemeint. IF/TA stellt neben der Glomerulosklerose
das histologische Pendant zum Funktionsverlust von Eigen- und Transplantatnieren
dar (Nankivell et al. 2018).

Neben der bekannten STAT1-abhangigen Produktion von CXCL9 und IP-10 durch
Makrophagen konnten unsere Untersuchungen zeigen, dass die primiren
Tubuluszellen selbst am Entziindungsgeschehen beteiligt sind. Die daraus
resultierende Chemoattraktion von T-Zellen und die Beeinflussung ihres Subtyps
spielt fiir das Schicksal des Organs eine entscheidende Rolle und entscheidet zum
Beispiel iiber Abstofdungsreaktionen nach Nierentransplantation (Hidalgo et al.
2012). Die genauen Wege und Schliisselprozesse dieses Vorganges sind Gegenstand
aktueller Forschung und bediirfen weiterer Untersuchungen. Von unserer Gruppe
durchgefiihrte Experimente an renalen Transplantatbiopsien konnte eine geringere
STAT1-Expression bei hoherem Grad an IF/TA nachweisen (Kemmner et al. 2019).
Dies deckt sich mit unseren Beobachtungen geringerer Fibrose der WT-Tiere im

Vergleich zu den STAT1-/- Tieren.
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5.8 Der STAT1-abhingige Makrophagenphinotyp beeinflusst den Fibrosegrad

Eine in theoretischer Analogie zu den T-Zell-Subtypen entstandene
Untergliederung der Makrophagen teilt diese in eher proinflammatorische, typisch
aktivierte M1-Makrophagen und eher antiinflammatorische, alternativ aktivierte M2-
Makrophagen. Zwar lassen sich die Makrophagen anhand der Expression von
Oberflachenmarkern sowie funktionalen Assays in typisch und alternativ unterteilen,
die jeweilige Rolle ist aber stark vom Untersuchungsmodell abhdngig. So konnte die
Produktion proinflammatorischer Marker sowie eine Mitwirkung bei der
Narbenbildung in Organen als Eigenschaften alternativ aktivierter Makrophagen
nachgewiesen werden (Cao et al. 2015). Wie bereits erwdhnt findet die
Differenzierung der Monozyten in den entsprechenden Phanotyp zum Teil abhangig
vom JAK2/STAT1-Signalweg statt (Liang et al. 2017). Dies lasst die Spekulation zu,
dass STAT1 neben dem inflammatorischen Chemokinmillieu tber Unterschiede
intrinsischer Signalkaskaden den Makrophagenphadnotyp und so das Schicksal des
Organs hinsichtlich Fibrose beeinflusst.

Die im Anschluss an die Experimente dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche
unserer Gruppe konnten die Neigung muriner STAT1-/--Knochenmarkmonozyten
nachweisen, in einen alternativ aktivierten Phanotyp zu differenzieren (Kemmner et
al. 2019). Dies erfolgte wiederum anhand von Oberflichenmarkern und funktionellen
Versuchen. Diese STAT1 abhangige Verschiebung des Makrophagenphédnotyps stellt
daher einen moglichen Mechanismus des protektiven Effekts von STAT1 beziiglich

der Fibrose im Langzeitverlauf nach renalem I/R dar.

5.9 Unsere Ergebnisse im Kontext anderer Untersuchungen

Vielversprechende Ansatze zur Behandlung der AKI nach I/R konnten in vielen
Signalwegen der regulierten Nekrose nachgewiesen werden. Schaltet man ein
Schliisselmokeliil der Necroptose, RIPK1, mit einem Inhibitor aus, haben die Mause
einen signifikanten Vorteil nach I/R (Linkermann et al. 2012). Gleiches gilt fiir RIPK3
und Cyclophilin (Cyp)D, Molekiile die vermutlich Teile verschiedener Signalwege der
RN sind und deshalb besonders in doppelknockout-Mdusen einen grofden

Uberlebensvorteil nach I/R bringen (Linkermann et al. 2013). RIPK3 vermittelt
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Necroptose und CypD mitochondriale Permeabilitits transition (MPT). Pyroptose, bei
der via NLRP3, Caspase-1 und Caspase-11, ein cytosolischer Proteinkomplex
(,Inflammasom®) gebildet wird das zur Porenbildung in der Membran von
Makrophagen fiihrt oder Parthanatos, das via PARP-1 den programmierten Zelltod
einleitet, sind weitere Signalwege der RN, die eine wichtige Rolle bei
Ischamie/Reperfusion spielen konnten (Suzuki et al. 2007, Bergsbaken et al. 2009,
Devalaraja-Narashimha et al. 2009, Cerqueira et al. 2015). Diese Signalwege haben
alle gemein, dass Knockout-Mduse der Schliisselmolekiile keinen Phanotyp zeigen,
anders als Knockout-Mause von Caspasen die zur Apoptose fithren (Salmena et al.
2003). Unter Bertcksichtigung dieses schnell wachsenden Forschungsfeldes, mit
rasch hinzukommenden neuen Erkenntnissen, scheint aktuell eine herausragende
Rolle von STAT1 bei der akuten Nierenschadigung fraglich.

Andererseits haben es die Ergebnisse der bis heute seit Jahrzehnten andauernde
Forschung zur medikamentésen Beeinflussung eines hypoxischen Schadens
parenchymatdser Organe wie Leber und der Niere aber auch von Herz und Gehirn
nicht erlaubt, eine klinisch wirksame Therapie zu entwickeln (Soares et al. 2019). Teil
von Spekulation bleibt, ob die eingesetzten Modelle Phanotypen bestimmter
Signalwege bevorzugen oder sich die akute Schadigung moglicherweise doch als
mehr hypoxisch-unkontrollierter Natur infolge einer fehlgeleiteten Antwort des
Immunsystems darstellt. In diesem Sinne bleibt es spannend, ob die Ergebnisse der
zu Beginn dieses Abschnitts zitierten Arbeiten eine reellere Chance einer klinischen

Relevanz haben.

5.10 Fazit

In dieser Arbeit wurde erstmals die Auswirkung einer STAT1-Defizienz auf den
[/R in Mausen als Model der AKI untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
postulierte Signalintegration zwischen TLR4 und JAK/STAT in TECs stattfindet und
STAT1-abhangig ist. Sowohl das Ausschalten des STAT1-Gens wie auch Inhibitoren
von JAK/STAT-Signalwegen deaktivieren die Signalintegration. Das gleiche gilt fiir
TECs unter hypoxischen Bedingungen, was den Schluss zuldsst, dass auch TECs bei

I/R, die auch Hypoxie erleiden, dhnlich reagieren. Betrachtet man den Grad der
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Tubulusnekrose nach 30 und 40 Minuten Ischdmie und 24 Stunden Reperfusion der
Niere fallt dieser in WT-Mdausen hoher als in STAT1-/--Mdusen aus. Trotzdem ist kein
Unterschied in der Nierenfunktion ersichtlich. Der Langzeitverlauf von 30 Tagen nach
Ischamie/Reperfusion zeigt bei STAT1-Defizienz signifikant mehr Fibrose im
Vergleich zum Wildtyp. Unsere Ergebnisse lassen darauf schliefien, dass eine
Aktivierung von STAT1 im Rahmen des I/R stattfindet. Ein gering protektiver Effekt
einer STAT1 Defizienz lasst sich zwar im Kurzzeitverlauf beobachten, im
Langzeitverlauf zeigt sich dann allerdings ein gegenteiliger Effekt mit mehr Fibrose.
Deshalb gehen wir von unterschiedlichen Effekten von STAT1 zu unterschiedlichen
Zeiten im I/R-Prozess aus. Vermutlich ist die STAT1-vermittelte Chemokinexpression
und Leukozyteninfiltration nur einer von vielen parallel ablaufenden Prozessen. Ein
Unterschied im Phanotyp kann deshalb moéglicherweise nur in einem engen Korridor

aus gesetztem Schaden nachgewiesen werden.
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6 Zusammenfassung

Der renale Ischidmie/Reperfusionsschaden mit dem histologischen Korrelat der
akuten Tubulusnekrose ist Hauptursache der akuten Nierenschadigung und
postischamische Entziindungsprozesse tragen mafdgeblich zur hohen Mortalitat und
Morbiditat bei. Die Inhibierung von JAK2 und TLR4 im Einzelnen wirken protektiv
auf I/R im Mausmodell.

Vorherige Untersuchungen u.a. im Modell der Atherosklerose konnten bei
simultaner Aktivierung von TLR4 und dem JAK2/STAT1-Signalweg eine

Amplifikation der Zielgene nachweisen.

Wie auch in Makrophagen, Endothelzellen und glatten Muskelzellen findet in TECs
eine STAT1-abhangige Signalintegration nach Stimulation mit IFNy und LPS statt, die
zur Expressionssteigerung der Chemokine IP-10, CXCL9, MCP1 und iNOS fiihrt. Die
der Hypoxie ausgesetzten TECs zeigten ebenfalls eine STAT1-abhdngige
Expressionssteigerung von IP-10 und iNOS. Auch der I/R loste eine STAT1-
Aktivierung mit einem entsprechenden Chemokinmuster aus. Jedoch war kein
Unterschied zwischen Wildtyp und STAT17/- Mdusen in der Nierenfunktion, an
Kreatinin und Harnstoff gemessen, feststellbar. Trotzdem zeigten die STAT1-/--Mause

eine geringe ausgepragte Tubulusnekrose.

Im Langzeitverlauf zeigen STAT1/--Mause einen hoheren Grad renaler Fibrose
nach [/R. Eine Neigung zum alternativ aktivierten Phanotyp der STAT1-/--
Makrophagen im Vergleich zum Wildtyp stellt einen moglichen Mechanismus zur -

Erklarung dieser Beobachtung dar.

Wir konnten zeigen, dass es sowohl zur Signalintegration in TECs, als auch zur
Aktivierung des JAK2/STAT1-Signalwegs im I/R der Niere kommt. Letztendlich aber
lassen die vorliegenden Ergebnisse nicht darauf schliefden, dass eine STAT1 Defizienz
einen protektiven Effekt in diesem Modell hat. Deshalb sind weitere Versuche mit
weniger drastischen Modellen notwendig um die Frage, ob sich eine STAT1-Defizienz
im Kurzzeitverlauf protektiv auswirkt, endgiiltig zu beantworten. Im Langzeitverlauf

ist ein schadlicher Einfluss einer STAT1-Inhibition zu erwarten.
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8 Anhang

Vielfaches relativ zur Kontrolle

Abb. 8.1: Konfluent gewachsene TECSs
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Abb. 8.2: Nach 40 Minuten
Ischamie wurde aus den
Nieren nach 1, 3, 6 oder 24
Stunden  Reperfusionszeit
RNA isoliert und mit Hilfe
von RT-qPCR auf IFNy
analysiert. Als Kontrolle

dienten rechte Nieren.

S.|55



A B = DMSO
A= 1.5- s, s mm AG490
w — —_
n.s. ° ns.
— = —
= 31 -T" o
2 Y 1.0+
= 2
£ 21 £
£ E
o ¢ 0.54
>~ 4 S
o
2
=
0
DMSO  AG490 IP-10 CXCL9 MCP-1

Abb. 8.3: 2 Stunden vor Beginn der 40 Minuten unilateralen Ischamie wurde WT-Mausen
100ul AG490 (75 pM in DMSO) oder DMSO injiziert. A) Aus dem den Tieren entnommenen
Blut wurde Kreatinin bestimmt. B) Aus den Nieren wurde RNA isoliert und mittels reverser

Transkription und RT-qPCR die Expression von KIM-1 untersucht. n.s.=nicht signifikant
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9 AbKkiirzungsverzeichnis

AKI
BSA
CypD
DAMP
DNA
dNTP
ET-1
FBS
GAPDH
GAS
GFR
GTP
HBSS
HEPES
HRP
ICAM-1
IFN
I/R
JAK
KIM-1
MOPS
NO
PBS
TECS
RIPA
RNA
ROS
RT-qPCR
SDS
STAT
TAE

Akute Nierenschadigung; engl. akute kidney Injury
bovines Serum Albumin

Cyclophilin D

danger-associated molecular pattern
Desoxyribonukleinsdure; engl. desoxy ribonucleic acid
Desoxynukleosidtriphosphat

Endothelin-1

Fetales bovines Serum
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

[FNp activation site

glomeruldre Filtrationsrate

Guanosintriphosphat

Hanks' Balanced Salt Solution
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
Meerrettichperoxidase; engl. horseradish persoxidase
intracellular adhaesion molecule-1

Interferon

Ischamie/Reperfusionsschaden

Januskinase

kidney injure molecule 1
3-(N-Morpholino)propansulfonsdure

Stickstoffoxid

phosphatgepufferte Salzlosung; engl. phosphate buffered saline
proximale Tubuluszellen

engl.: Radioimmunoprecipitation assay
Ribonukleinsaure, engl. ribonucleic acid

reactive Sauerstoffspezien, engl. reactive oxygen species
real time quantitative Polymerase-Kettenreaktion
Natriumlaurylsulfat; engl. sodium dodecylsulfate

Signal Transducer and Activator of Transcription

TRIS-Acetat-EDTA
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TLR toll-like Rezeptor

TNFa Tumornekrosefaktor o
TYK Tyrosinkinase
-/- knockout
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