Aus der Medizinischen Poliklinik — Innenstadt

der Ludwig-Maximilians-Universitat Mtnchen
Direktor: Prof. Dr. med. M. Reincke

Die Funktion des Interferon-regulierenden Faktors 4 in
intrarenalen Antigen-prasentierenden Zellen

beim akuten Nierenversagen.

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Humanmedizin
an der Medizinischen Fakultét der
Ludwig-Maximilians-Universitat

zu Miinchen

vorgelegt von
Saraswati Linda Lassen
Anjuna/Indien
2012



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat, Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. med. Hans-Joachim ANAErsS .......cooeveeeeeeieiieieeeeeeeeene.

Mitberichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. Vigo HeiSSMEYer .........cccccoviveviiieeiiiee e
Priv. Doz. Dr. Wolfgang Neuhofer
Prof. Dr. rer. nat. Alexander Dietrich

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: Priv. Doc. Dr. rer. biol. hum. Maciej LecCh...........cccccevvveeiiinnnnnnn.

Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser, FACR, FRCR.......ccccoevvvvunnn....

Tag der miindlichen Prifung:  20.12.2012.......ccoiiiiiiiiieiiie e






INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis
O 1 [ 01 1= 1 (1] o o RSO SSTRRRUPRIS 2
1.1 AKULE NIErENSCREAIGUING ...ttt ettt ettt b bt e e sbe e be e e sba e e sbbeeanbeaabeaan 2
1.1.1 Epidemiologie der akuten NierenSChAJIGUNG ......coouviiiiiieiiie et 2
1.1.2. Pathophysiologie der akuten NierenSChAIGUNG ........ccuieiuiriiiiiie i e e 4
1.2. DAS IMIMUNSYSIEIM ...ttt ettt ettt e e ettt e e e a bt e e ekttt e e oa b bt e e e ah kbt e e ek be e e e ambbeaeaasbneaeabbneaann 10
1.2.1. Das angeborene IMMUNSYSIEIM .......cuuiiiiiie ittt sttt et e et e e nte e e sbeeesnbeeeneeas 10
1.2.2. Das adaptive IMIMUNSYSTEIM ... ...ttt et e et e e et e e e ehbe e esbe e bt e e sbn e e sbeeeenbeeaneeas 16
1.2.3. Immunreaktionen durch Ischdmie-Reperfusion in der NIere..........cocooooiiiiiiiii i 17
1.2.4. Regulationsmechanismen von IMmMUNIeaktioNeN ...........couiiiuiiiiiiiie e 23
1.2.5. Interferon-regulierende FAKIOTEN ..........c.oiiiiiiiieiee ettt ne e 25
1.3. Ziel der Untersuchung Und HYPOTNESE ..........oiiiiiiiiiiieiieie e srne 32
2. Material und MethOOEeN .......ccouiiiiiii e e 34
2.1. Tierzucht UNd TIEFNAITUNG ........eii ettt et e et e bt e bt e s be e e neee e e 36
2.2. GEeNOLYPISIENUNG AEF IMIAUSE ......coieieiiiie ittt ettt ettt ettt e e e sba e e ehbe e mbe e e be e e sbneeanaeeaneeas 36
2.3. Uni- und bilaterale Abklemmung der Nierengefalde. .........oouiiiiii i 38
2.4. Behandlung der Mause vor der NierengefalRabkIemmuUuNQ..........cocoeiiiiiiiiiiiiiiie e 42
2.5. Blutentnahme und Kreatinin- und Harnstoffmessung im SErum ..........ccccooiiiiii i 44
2.6 RNA-Gewinnung und Umschreiben in CDNA ... 45
2.6.1. RNA-Isolation aus NIerengeWEDE ........couiiiiiiiiie e 45
2.6.2.  Umschreibung der MRNA N CDNA ...ttt e be et e steeeeees 47
2.7 Real-Time qPCR (LIgtCYCIEr 480)........ciiiiiiiiiiiie ettt et nbe e be e nee e 48
2.8 Periodic Acid SChiff-(PAS)-FAIDUNG.........ccuiiii et 52
2.9 Immunhistochemie: Neutrophile, Makrophagen und T-Zellen...........ccoocoiiiiiiiiiii e 54
210 WWESTEIN BIOL ...ttt bbbt b bbbt e b bbbt b e e e b et b et b et eb e e b e e b e are e 56
2.11  Isolation von Zellpopulationen aus Nieren und Milz............cccoiiiii e 63
2.11.1. Isolation von Monozyten aus der MIlZ............ooiuiiiiiiii e e 63
2.11.2. Isolation von TubuluSePItNElZEIIEN ............oiiiii e 63
2.11.3. Isolation von Zellpopulationen durch MicroBeads im Magnetfeld.............ccociiiiniiiiiie 65
2.12  Stimulation von Zellen mit Sauerstoffradikalen..............cccoviiiiiiiiii e 66

213, StAtiSTISCNE AUSWETTUNG .....eeeiieieiteie ettt ettt ettt ekt ekt e e b bt e e s bt e ottt e ket e abb e e es bt e embeeebeeenbbeessaeeaneeas 67



INHALTSVERZEICHNIS

3. EFQEDNISSE ..o 70
3.1 IRF4-mRNA-Basisexpression verschiedener Organe der C57BL/6-Maus............cccoviieiiieiiiiiiieeieee 70
3.2 Zytokin-Basisexpression in IRFA+/+ und IRF4-/- MEUSEN ..ottt 71
3.3 IRF4-Induktion durch Sauerstoffradikale.......... ... 72
3.4 IRF4- und IRF5-Expression nach Ischdmie-Reperfusion in der Niere ... 73
3.4.1 IRF4- und IRF5-mRNA-Level in der Niere nach renaler IR .........ccccoooeiiiiiiiieiiciie e 73
3.4.2 Untersuchung der IRF4-Proteine in der Niere nach renaler IR...........cccoooiiiiiiiniiiniie e 74
3.4 IRF4 wird in CD45/CD11c-doppelpositiven Zellen eXprimiert ..o 75
3.5 Antioxidantien heben IR-induzierte IRF4-EXPression auf ... 75
3.6 IRF4-/- verstarkt das Ausmald des akuten NIEreNVEISAQgENS. . .......eiiieiaiuieriieiiee et e e e eiee e ees 76
3.7 IRF4-/- verstarkt den Tubulusschaden nach Ischdmie-Reperfusion.........c.ccccocoiiiiiiiiii i 77
3.8 IRF4-/- verstarkt die Entzindungsreaktion nach Ischdmie-Reperfusion .............ccccoiiiiiiiiiicinnen 79
3.8.1 IRF4-/- geht mit erhohter Zytokin/Chemokin-EXpression einNher ... 79
3.8.2 IRF4-/- geht mit erhohter Neutrophilen-Rekrutierung einher...........oooo e 81
3.9.1 Renale Makrophagen- und T-Zell-ReKIULIEIUNG .........ooiiiiiiiiiiie et 82
3.10  Clodronat reduziert die Entziindung und das ANV in IRF4-/- MEUSEN .........ccccoooiiiiiiiiiiiniieniee e, 83
3.11  Etanercept reduziert die Entziindung und das ANV in IRF4-/- MAUSEN ..........cccoieiiiiiiiiiiieeiee e 85
O B TS (U] o] o PRSP 88
5. ZUSAMMENTASSUNG . .eiiitiieiiiiie ittt ettt e e et e et e e sab e e ssb e e ssbe e e esbeeesnbeeeabneesneeeas 102
ADKUZUNGSVEIZEICANIS ... ittt nn e nes 114

=T g1 7= U0 [0 o T SRR 119



Vorbemerkungen

Die vorliegende Arbeit wurde von Februar 2009 bis Dezember 2010 in den Forschungslabors der
Medizinischen Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat in Minchen durchgefthrt.

Betreut wurde die Arbeit von Herrn Prof. Dr. med. Hans-Joachim Anders.

Rechtliche Grundlage der Tierversuche

Waéhrend der im Rahmen dieser Studie durchgefuhrten Eingriffe an Versuchstieren wurde darauf
geachtet, das Leiden der Versuchstiere auf ein Minimum zu reduzieren. Die mit dieser Arbeit
verbundenen Tierversuche waren durch die Regierung von Oberbayern geprift und genehmigt

worden.

Forderung des Projektes

Diese Arbeit wurde im Rahmen des Promotionsstudiengangs ,,Molekulare Medizin“ durch das
Forderprogramm ,,Forderung von Forschung und Lehre® (F6FoLe) der Ludwig-Maximilians-
Universitat Munchen gefordert.

Aus dieser Arbeit gingen folgende Veroffentlichungen / Préasentationen hervor:

e Lassen S, Lech M, Rdmmele Ch, Mittriicker HW, Mak TW, Anders HJ:
Ischemia reperfusion induces IFN regulatory factor 4 in renal dendrititc cells, which suppresses postischemic
inflammation and prevents acute renal failure.
J. Immunol.; 185: 1976 — 83; Jul. 2010

e Posterprasentation, TSIS Minchen, 2010
e Young Investigator Award, DGIM Wiesbaden, 2010
o Fellows night / Nephrologisches Forum Miinchen, 2010






IRF4 IN RENALER ISCHAMIE-REPERFUSION

Kapitel 1:

Einleitung




IRF4 IN RENALER ISCHAMIE-REPERFUSION

1. Einleitung

1.1  Akute Nierenschadigung

1.1.1  Epidemiologie der akuten Nierenschadigung

Der Begriff ,,akutes Nierenversagen*“ wurde von der internationalen Organisation ,,Acute Kidney
Injury Network® (AKIN) durch den Begriff ,akute Nierenschaddigung“ ersetzt, um dem breiten
Spektrum des Krankheitsbildes und seinen Folgen gerecht zu werden. Der traditionelle Begriff
»akutes Nierenversagen* fokussierte zu stark auf die Nierenfunktion und beschrénkt sich heute auf
den kompletten Verlust der Nierenfunktion. Die neue Terminologie schliet neben funktionelle auch
morphologische Veranderungen der Niere ein und bezieht sich auch auf moderate
Verschlechterungen der Nierenfunktion (1). Diese Verdnderung wurde nétig, da es zunehmend
Hinweise darauf gibt, dass bereits kleine Verénderungen der Nierenfunktion zur erheblichen
Verschlechterung des Gesamtiberlebens fihren kdénnen (2, 3). Im Jahr 2002 stellte die ,,Acute
Dialysis Quality Initiative* (ADQI)-Gruppe die RIFLE-Kriterien (Risk, Injury, Failure, Loss, End-
stage renal disease) auf, anhand dessen die akute Nierenschadigung nach dem relativen bzw.
absoluten Anstieg des Kreatininwerts im Serum, der Menge der Urinausscheidung und dem
Zeitverlauf definiert wird (Tabelle 1). Nach der neueren AKIN-Definition muss die Reduktion der
Nierenfunktion innerhalb von 48 Stunden auftreten (1). In der Regel entsteht die akute
Nierenschadigung im Krankenhaus, selten wird sie auch ambulant erworben. 2-7% aller
hospitalisierten Patienten und 30% aller Patienten auf Intensivstationen entwickeln eine akute
Nierenschadigung (4). Dadurch wird deutlich, dass Patienten mit schweren Grund- und
Begleiterkrankungen das hdchste Risiko tragen, eine akute Nierenschédigung zu entwickeln.

Es zeichnete sich ein Anstieg der Inzidenz der akuten Nierenschadigung bei hospitalisierten
Patienten von 1,5% auf 3,6% im Zeitraum von 1992 bis 2001 in Industrielander ab. Allerdings gibt
es Hinweise, dass diese Daten die wirkliche Inzidenzentwicklung unterschéatzen (1). Ursachlich fur
die Inzidenzzunahme ist die schnell wachsende Population der Uber 60-jahrigen, die aufgrund
altersbedingter Veranderung in der Niere, Erkrankungen und hdufigere Medikamenteneinnahmen
ein hoheres Risiko fir die Entwicklung einer akuten Nierenschadigung tragen. Mit zunehmendem
Alter steigt die Inzidenzrate von 1,9% bei den unter 60-jahrigen kontinuierlich auf 2,6% bei den
Uber 85-jdhrigen an. Zudem gibt es Hinweise, dass das mittlere Erkrankungsalter der akuten

Nierenschadigung ansteigt, was ebenfalls die hdhere Lebenserwartung der Population reflektiert (1).
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Tabelle 1:  Stadieneinteilung der akuten Nierenschadigung nach RIFLE und AKIN (1)

Stadien Kreatininveranderungen im Serum Urinausscheidung

RIFLE-Kriterien

erhohtes Risiko Anstieg S-Kreatinin: 1,5-2-fach des Ausgangswertes <0,5ml/kg/h x 6 h

Nierenschadigung Anstieg S-Kreatinin: 2-3-fach des Ausgangswertes <0,5ml/kg/h x 12 h

Nierenfunktionsverlust Anstieg S-Kreatinin: >3-fach des Ausgangswertes oder <0,5ml/kg/h x 24 h od.
Kreatininwert >4mg/dl mit akutem Anstieg von >0,5mg/dl Anurie x 12h

kompletter N-Funktionsverlust  Persistierendes ANV von > 4 Wochen

Endstadium Nierenerkrankung  Persistierendes ANV von > 3 Monate

AKIN-Kriterien

1 Anstieg S-Kreatinin: 1,5-2-fach des Ausgangswertes
oder Kreatininanstieg von >0,3mg/dl <0,5ml/kg/h x 6h

2 Anstieg S-Kreatinin: 2-3-fach des Ausgangswertes <0,5ml/kg/h x 12h

3 Anstieg S-Kreatinin: >3-fach des Ausgangswertes oder <0,5ml/kg/h x 24h od.
Kreatininwert >4mg/dl mit akutem Anstieg von >0,5mg/dl Anurie x 12h

Trotz erheblicher Fortschritte in der medizinischen Entwicklung hat sich die Mortalitdt und
Morbiditat fur extrarenale Komplikationen der akuten Nierenschadigung in den letzten drei
Jahrzehnten kaum verandert. Je nach Grunderkrankung variiert sie zwischen 20 und 50% (4).
Zudem konnte in vielen Studien gezeigt werden, dass die akute Nierenschadigung nicht nur einen
Indikator fur die Schwere der Grunderkrankung darstellt, sondern ein eigenstandiger Risikofaktor
fur Mortalitdt und Morbiditét ist. Die Entwicklung eines ANV erhoht das Mortalitatsrisiko z.B.
nach thorakoabdominalen Aortenoperationen (5), im Verlauf einer Sepsis (6) oder nach einer
Amphotericin-B-Therapie (7). Intensive Nierenersatz-Therapie reduziert die Mortalitdt nicht
ausreichend (6). Ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie der akuten Nierenschadigung und
der inflammatorischen Prozesse, kénnte in der Zukunft zu neuen therapeutischen Moglichkeiten
verhelfen.

Wenn der Patient die akute Nierenschadigung tiberlebt, regeneriert sich die Niere teilweise, so dass
nur 10 bis 20% der Patienten eine dialysepflichtige Nierenschadigung behalten. Dabei liefern
Kreatinin- und Harnstoffwerte im Serum allerdings keine ausreichende Auskunft Gber bleibende
Langzeitschaden (4).
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1.1.2. Pathophysiologie der akuten Nierenschadigung

Die klassische Einteilung unterscheidet zwischen prarenale (55%), intrarenale (40%) und postrenale
(5%) Ursachen, wobei die Ubergédnge flieRend sind (4). Meist lasst sich keine einzelne Ursache
identifizieren, wenn mehrere Noxen gleichzeitig wirken. Desweiteren missen primar
renoparenchymale von sekundéren, meist systemischen Erkrankungen bei primér gesunden Nieren

unterschieden werden.

Prarenales Nierenversagen

Am héufigsten sind die prarenalen Ursachen (55%), die mit einer renalen Minderperfusion
einhergehen. DefinitionsgemaR entsteht bei der prarenalen akuten Nierenschaddigung kein
Parenchymschaden der Nieren und ist bei Wiederherstellung eines ausreichenden Blutflusses
reversibel. Zwei Mechanismen kénnen zur renalen Perfusionminderung beitragen: eine systemische
Hypovoldmie und eine gestorte renale Hdmodynamik. Ersteres kann nach ausgedehnten inneren und
aulleren Blutungen z.B. nach Verkehrsunfallen entstehen. Starker Flussigkeitsverlust durch
Erbrechen und Durchfall oder vermehrte renale Ausscheidung z.B. im Rahmen eines Diabetes
mellitus, eines Diabetes insipidus oder durch Diuretikagabe konnen ebenfalls das Blutvolumen
reduzieren. Trotz ausreichenden Blutvolumens kann die renale H&modynamik durch systemische
Vasodilatation aufgrund einer Sepsis, eines anaphylaktischen Schocks oder medikamenteninduziert
beeintrachtigt werden. Zudem konnen sowohl kardiovaskuldre Erkrankungen, die mit einem
verminderten Herzzeitvolumen einhergehen als auch das hepatorenale Syndrom eine renalen
Minderperfusion bedingen. Das hepatorenale Syndrom entsteht durch akutes Leberversagen oder
einer fortgeschrittenen Leberzirrhose mit portaler Hypertension. Das aufgestaute Blut dilatiert die
Arterien im Splanchnikusgebiet gefolgt von Aszitesbildung und einem resultierenden intravasalen
Flussigkeitsmangel. Gegenregulatorisch zum niedrigen Blutdruck kommt es zur ausgepragten
afferenten Renovasokonstriktion mit Versagen der Nierenfunktion (4, 8). Der Ubergang zur
intrarenalen Schadigung ist flieend. Bleibt die Hypoperfusion der Nieren zu lange bestehen,

kommt es zur ischdmiebedingten Tubulusnekrose.
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Intrarenales Nierenversagen

Intrarenal kann jedes Kompartiment Ursache fiir eine akute Nierenschadigung sein: das
makrovaskulare Gefél3system, das mikrovaskulare Gefalisystem mit den Glomeruli, das Interstitium
und das Tubulussystem. Im arteriellen Schenkel der groflen Gefalle fuhren arteriosklerotische
Plaques, Thrombosen, Embolien, Aneurysmen und Vaskulitiden zu Gefalverengungen bzw. -
verschliissen. Die Venen sind seltener betroffen. Sie werden durch Thrombosen verengt oder durch
Tumoren von aullen komprimiert. Um eine akute Nierenschadigung auszuldésen, muss die
Obstruktion beidseits bzw. einseitig bei einer Einzelniere vorhanden sein, da eine Niere ausreicht,
um den Funktionsverlust auszugleichen. Dies kann zu anhaltender Ischdmie der Niere mit
Gewebeschéden fuhren. Auch im mikrovaskuldren System kdnnen thrombembolische Ereignisse
die Nierenfunktion verschlechtern. Desweiteren pradisponieren Glomerulonephritiden, VVaskulitiden
und Kollagenosen wie der systemische Lupus erythematodes zum Nierenversagen. Das Interstitium
wird v.a. durch Medikamente, wie z.B. nicht-steroidale Antirheumatika oder einige Antibiotika und

durch Infektionen beeintrachtigt (4).

Postrenales Nierenversagen

Das postrenal verursachte Nierenversagen ist mit 5% insgesamt ein seltenes Ereignis. Mit
zunehmendem Alter nimmt die Haufigkeit allerdings aufgrund von Pathologien v.a. der Prostata zu.
Die Schéadigung der primér gesunden Nieren beginnt mit der Obstruktion der ableitenden
Harnwege. Dabei kann der Urin nicht mehr abflieRen und der intraluminale Druck steigt an. Bei
langerem Bestehen flhrt dies zur Erweiterung der Ureteren, der Nierenbecken und der
Nierenkelche. Der zunehmende Gegendruck zum Filtrationsdruck I&sst schliel3lich die GFR sinken.
Auch im Fall der postrenal verursachten Nierenschadigung reicht eine Niere aus, um eine
ausreichende Ausscheidungsfunktion zu erfillen. Deshalb ist ein bilateraler Verschluss der
ableitenden Harnwege proximal der Blase bzw. unilateral im Falle einer Einzelniere notwendig.
Dies tritt allerdings selten auf. Sehr viel hdufiger ist die Obstruktion zwischen duf3erem
Urethrasphinkter und Blasenhals. Dabei nehmen Prostatapathologien die fiilhrende Stellung ein. Am
haufigsten ist die benigne Prostatahyperplasie, gefolgt von Infektionen und dem Prostatakarzinom.
Neurogene Blasenentleerungsstorungen, Therapie mit Anticholinergika und Urethritis kdnnen einen
Spasmus des Blasenhals verursachen. Wie bei den vorher beschriebenen &tiologischen Gruppen,
pradisponieren auch hier chronische Nierenerkrankungen zum ANV (4).
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Die ischamische Nierenschadigung

Die ischdmiebedingte Schadigung entsteht aus einer langanhaltenden renalen Hypoperfusion meist
prarenalen Ursprungs, am haufigsten nach groflen Operationen am Herzen, schweren Traumen,
Sepsis, schwerem Blut- oder Volumenverlust. Weitere Risikofaktoren sind vorbestehende
chronische Nierenerkrankungen und Exposition zu Nephrotoxinen, die im ndchsten Abschnitt
besprochen werden. Langanhaltende Ischdmie kann ausgeprdgte kortikale Nekrosen mit
irreversiblem Nierenversagen zur Folge haben. Dabei sind die S3-Segmente der proximalen Tubuli
und die medulldaren Anteile der dicken aufsteigenden Henle-Schleife am starksten vom
Sauerstoffmangel betroffen, da in diesen Abschnitten die hochste Aktivitdt der ATP-abhangigen
Transsportvorgange stattfindet (Abbildung 1). Ausgepragte ischamisch- (und toxisch-) bedingte
Schéaden am Tubulussystem werden als ,,akute Tubulusnekrose* bezeichnet. (4)

. Pars convoluta
\ /'/ m\\ \\‘/:jﬁ-:\
s )
2! / {-1_/ > Nierenninde
/52 )
Pars convoluta —'“t—- ‘_ .",’/ /
) | °
[ [/s3 ( ~ AuBenstreif
Pars reda ...._v.,.,_...-.’_.-.i-- ll :‘ Stre' -
> Aullenzone
- Innenstreifen
| s
\, ;
| < ,
Henle'sche Schieife {
|
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J > Innenzone
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Abbildung 1: Aufbau eines juxtamedulldren Nephrons [http://genomebiology.com/2008/9/5/R84/figure/F2]. Der
starkste Sauerstoffverbrauch findet im S3-Segment des proximalen Tubulus und im medulldren Teil der dicken
aufsteigenden Henle-Schleife statt. Ischdmiebedingte Tublusschéden betreffen deshalb hauptsachlich diese Abschnitt

(4).
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Pathophysiologisch lassen sich vier Phasen abgrenzen: Initiation, Extension, Stabilisierung und
Regeneration. Die Initiation kann Tage bis Wochen andauern und ist gekennzeichnet durch den
Abfall der glomeruléren Filtrationsrate, da der Blutdruck durch die Hypovolamie zu niedrig ist, um
ausreichend Ultrafiltrat abzupressen. Nekrotische Tubuluszellen l6sen sich von der Basalmembran
ab und behindern den Urinfluss in den Tubuli und erhdhen den intratubuldren Druck. Durch das
zunehmend zerstérte Tubulusepithel sickert Flussigkeit ins Interstitium (Odem). Durch die zellulire
Ischdmie erschopft sich die ATP-Menge und die ATP-abhangigen Transportvorgange kommen zum
Erliegen. Zudem wird das Zytoskelett zerstort und Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Bindungen lsen
sich auf (4). Die proximale Tubuluszelle besitzt eine typische und funktionell wichtige Polaritét u.a.
bezliglich der Verteilung der Membranproteine. Sie entsteht durch spezielle Interzellkontakte, die
Tight junctions genannt werden. Diese verbinden einerseits benachbarte Zellen untereinander und
bilden andererseits eine intrazelluldre Barriere, welche die Apikalregion von der Basis sowohl
elektrisch als auch funktionell trennt. Diese Barriere geht relativ friih im ischamischen Geschehen
verloren (Abbildung 2) (9). Dabei wandert u.a. die basolateral gelegenen Na'-K*-ATPase auf die
luminale Seite des Tubulus. Ihre Aufgabe ist es, einen intrazelluliren Na*-Gradienten aufzubauen,
das die Na’- und Wasserresorption ermdglicht. Durch den Zusammenbruch der Polaritat wird
vermindert Na® resorbiert. In der Macula densa des distalen Tubulus wird die erhéhte Na'-
Konzentration gemessen und fihrt Gber den tubuloglomeruldren Ruckkopplungsmechanismus zu
afferenten Vasokonstriktion (10, 11). So entsteht ein Teufelskreis, in dem die renale Durchblutung
weiter abnimmt. Auch der Verlust des Birstensaums ist ein friihes Ereignis in der Pathophysiologie
der ischdmischen Schadigung, der die Resorptionskraft weiter mindert (4). Schlie3lich sezernieren
ischamische Tubuluszellen Chemokine und Zytokine und setzen damit die eine sterile
Entzundungsreaktion in Gang (11). Es werden Leukozyten rekrutiert, die durch die anschliel}ende
Reperfusion vermehrt ins nekrotische Gewebe eingeschwemmt werden und zusétzlich zum
Gewebeschaden beitragen. Durch den oxidativen Stress im Rahmen der IR werden vermehrt
Sauerstoffradikale gebildet, die v.a. das Tubulusepithel zusétzlich schadigen (9).

Die Extensionsphase ist durch anhaltende Ischdmie gekennzeichnet, die Zelluntergang,
inflammatorische Prozesse und ein weiterer Abfall der GFR zur Folge hat. In der
Stabilisierungsphase erreicht die GFR ihren Tiefstand und bleibt trotz Normalisierung des
systemischen Blutdrucks ein bis zwei Wochen auf diesem Stand. In dieser Phase ist auch die

Urinausscheidung am niedrigsten und uramische Komplikationen nehmen zu.
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Abbildung 2: Darstellung eines
proximalen Tubulus im Verlauf
einer isch&mischen Schéadigung.
In der ischdmie-bedingten
Schadigung des  proximalen
Tubulusepithels  zeichnet  sich
zundchst  der  Verlust des
Burstensaums und der zelluldren
Polaritat ab, dann kommt es zur
Zellnekrose. Die nekrotischen
Zellen verstopfen z.T. die Tubuli.
Durch den Zellverlust erscheint
das Tubulusepithel abgeflacht und
das Tubuluslumen ist erweitert.
SchlieRlich regeneriert sich das
Epithel wieder mit Bildung des
Burstensaums und der Polaritat
(12).

Grunde flr die Persistenz der niedrigen GFR sind noch nicht ausreichend geklart und vermutlich

multifaktoriell bedingt (4). Wahrscheinlich sind eine dysbalanzierte Freisetzung von vasoaktiven

Substanzen aus geschadigten Endothelzellen und Entziindungsmediatoren aus Leukozyten und

renalen Parenchymzellen Ursache flir eine persistierende intrarenale Vasokonstriktion mit

konsekutiver medullérer Ischamie (11).Die anschlielende Regenerationsphase kann je nach

Schédigung bis zu mehreren Wochen dauern. Dabei proliferiert das Tubulusepithel wieder mit

Ausbildung des Burstensaums und der zelluldren Polaritadt (Abbildung 2). Die GFR steigt langsam

an. Im Verhaltnis zur glomeruldren Filtration regeneriert sich die Funktion der Tubuli und

Sammelrohre und somit die Ruckresorption von Wasser und Elektrolyte nur verzdgert. Deshalb

kann diese Phase von einer Polyurie gepragt sein (4)
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Die toxische Schadigung

Ahnlich wie ischamische Ereignisse in der Niere schadigen vielerlei Toxine hauptsichlich das
Tubulussystem, was im ausgepragten Fall ebenfalls als ,,akute Tubulusnekrose* bezeichnet wird.
Die toxische Schédigung der Nieren kann durch verschiedene Mechanismen entstehen. Einige
Substanzen bewirken eine intrarenale Vasokonstriktion mit anschlieender Ischdmie, wéhrend
andere direkt toxisch bzw. Uber die Bildung von Sauerstoffradikalen indirekt toxisch auf die
Tubuluszellen wirken. Manche Medikamente und Toxine prazipitieren in den Tubuli und bilden
Zylinder und behindern so die Nierenfunktion. Zu den endogenen Nephrotoxinen z&hlen u.a.
Leichtketten-Immunglobuline, Myoglobin, Hdmoglobin, Urat, Oxalat und Kalzium. Wéahrend die
Leichtketten, die in grofRen Mengen im Rahmen des Plasmazytoms produziert werden, direkt
toxisch auf die Tubuluszellen wirken, entstehen durch H&moglobin und Myoglobin vermehrt
Sauerstoffradikale. Myoglobin wird durch die Schadigung quergestreifter Skelettmuskulatur
freigesetzt, was in ausgepragter Form als Rhabdomyolyse bezeichnet wird. Dies kann
unterschiedlichste Ursachen haben: zerebrale Krampfanfélle, exzessive korperliche Betatigung, z.B.
ein Marathonlauf, maligne Hyperthermie, schwere Infektionen oder Hyperthyreose. Hdmoglobin
wird beim Zerfall von Erythrozyten freigesetzt, z.B. beim hamolytischen Transfusionszwischenfall.
Urate, die Kristalle der Harnsédure und Oxalate fallen in den Tubuli aus und behindern den
Urinabfluss (4). Harnsdure fallt auRer bei der Hyperurikdmie auch beim sog. Tumorlyse-Syndrom
vermehrt an. Es bezeichnet den Zerfall einer grofRen Anzahl von Tumorzellen wéhrend der
Chemotherapie, das neben der Uratnephropathie auch das Risiko einer Hyperkalidmie,
Hypokalzadmie und einer disseminierten Gerinnung tragt (13). Hyperkalzamie induziert v.a. eine
renale  Vasokonstriktion. Zu den  wichtigsten  exogenen  Nephrotoxinen  zdhlen
Rongtenkontrastmittel, Calcineurin-Inhibitoren, einige Antibiotika wie z.B. Aminoglykoside,
Antimykotika, v.a. Amphotericin-B und die meisten Chemotherapeutika wie Cisplatin. Die Gefahr
einer Kontrastmittel-Nephropathie besteht v.a. bei vorbestehenden Erkrankungen, die die Nieren
belasten. Dazu gehdren, wie bereits beschrieben u.a. die Herzinsuffizienz, hypovoldmische
Kreislaufzustdande und das Plasmazytom. Allerdings ist auch die Dosierung des Kontrastmittels von
Bedeutung. Es wirkt einerseits tber die Bildung von Sauerstoffradikalen toxisch auf das
Tubulusepithel und andererseits induziert es zudem eine renale Vasokonstriktion. Cyclosporin und
Tacrolimus, zwei Calcineurin-Inhibitoren sind ebenfalls vasokonstriktorisch. Die meisten
Chemotherapeutika und Antibiotika schadigen direkt die Tubuluszellen. Amphotericin-B ist
vasokonstriktorisch und direkt zelltoxisch. Acyclovir, ein géngiges Virustatikum prazipitiert in den
Tubuli (4).
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1.2. Das Immunsystem

Es wird angeborenes bzw. unspezifisches von adaptivem bzw. spezifischem Immunsystem
unterschieden, wobei die enge Zusammenarbeit beider Systeme von entscheidender Bedeutung ist.
Nach einer Infektion kann die Immunantwort zeitlich in drei Phasen gegliedert werden: angeborene
Immunitét (sofort, 0-4 Stunden), frih-induzierte Reaktionen (4-96 Stunden) und spéat-induzierte /
adaptive Immunitat (>96 Stunden) [Abbildung 3] (14).

1.2.1. Das angeborene Immunsystem

Die vorderste Frontlinie der Immunabwehr stellen die Mechanismen des angeborenen
Immunsystems dar, durch die eindringende Erreger ohne Induktionszeit sofort bekampft und in den
ersten Stunden in Schach gehalten werden. Zu den Effektorzellen der angeborenen Immunitat
zdhlen Gewebsmakrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten und Mastzellen, die sich alle aus
myeloischen Vorlauferzellen im Knochenmark entwickeln. Makrophagen stellen die gereifte Form
der Monozyten dar, die zundchst im Blut zirkulieren und schlieBlich im Gewebe resident werden.
Dort ,,warten sie auf eindringende Mikroorganismen und phagozytieren diese dann (14). Dadurch
werden sie aktiviert und sezernieren anschlieRend Zytokine und Chemokine und setzen somit eine

Entzundungsreaktion in Gang.

angeborene Erkennung durch Beseitigung
Immunitét Infektion bereits vorhandene des Erregers
. nicht-spezifische
sofort: 0 - 4 Stunden Effektoren
frihe induzierte Anlocken von Erkennung und Beseitigung
Reaktionen Infektion Effektorzellen Aktivierung von des Erregers
frith: 4 - 96 Stunden Effektorzellen
; : klonale .
adaptive Transport von Antigenen Erkennung Expansion Beseitigung
. . und
Immunantwort Infektion zu den Lymphorganen durch naive Differenzierung des Erregers
spat: > 96 Stunden B-und T-Zellen zu Effektorzellen

Abbildung 3: Immunreaktion auf erstmalige Infektion verlauft in drei Phasen. Die ersten beiden Phasen sind
Bestandteile der angeborenen Immunitat und beruhen auf keimbahnkodierte Rezeptoren. Die Reaktionen laufen schnell
an und sind relativ gleichférmig. Die erworbene Immunitat hat variable antigenspezifische Rezeptoren, die durch
Genumlagerung entstehen. Sie setzt spéat ein, da die wenigen B- und T-Zellen nach der Aktivierung zunéchst klonal
expandieren und zu Effektorzellen differenzieren missen (14).
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Zytokine beeinflussen umliegende Zellen. Sie aktivieren z.B. andere Immunzellen oder erhfhen die
Permeabilitat von GeféaRepithelien, um die Migration von Immunzellen zum Infektionsherd zu
erleichtern. Chemokine dienen der Chemotaxis weiterer Immunzellen, z.B. der frih
einwanderenden neutrophilen Granulozyten. Dendritische Zellen stellen eine wichtige Verbindung
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem dar. Unreife dendritische Zellen sind
ebenfalls geweberesident und sind phagozytisch und makropinozytisch (Aufnahme von grofRen
Mengen extrazellularer Flussigkeit) aktiv. Nach Aufnahme eines Pathogens reifen sie und wandern
zu den Lymphknoten. Dort prasentieren sie das Antigen den Lymphozyten und aktivieren somit das
adaptive Immunsystem. Granulozyten lassen sich in Neutrophile, Eosinophile und Basophile
einteilen. Im Rahmen einer Entziindungsreaktion wandert relativ friih eine grof’e Anzahl von
Neutrophilen zum Infektionsherd. Sie z&hlen neben Makrophagen und dendritischen Zellen
ebenfalls zu den Phagozyten und spielen v.a. bei bakteriellen Infektionen eine wichtige Rolle.
Eosinophile werden hauptséchlich durch allergische Entziindungen mobilisiert und Basophile sind
bei Parasiteninfektionen beteiligt. Mastzellen spielen ebenfalls bei allergischen Reaktionen eine
Rolle (14).

Ein weiterer wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems ist das sogenannte
Komplementsystem, das sich aus vielen verschiedenen Plasmaproteinen zusammensetzt. Die
Proteine liegen inaktiv in den Geweben und Korperflissigkeiten vor und werden dber eine
getriggerte enzymatische Kaskade aktiviert. Sie kann Uber verschiedene Wege, z.B. durch Antigen-
Antikorper-Komplexe oder durch die Pathogenoberflache direkt angestoRen werden. Aktivierte
Komplementfaktoren binden u.a. an Pathogenoberflachen und markieren sie fur Phagozyten
(Opsonierung). Einige Faktoren wirken als Chemotraktoren, andere erzeugen Poren in

Bakterienmembranen und lysieren sie dadurch (14).

Rezeptoren des angeborenen Immunsystems

Die Erkennung der Mikroorganismen durch Immunzellen erfolgt tber zahlreiche extrazellulére,
intrazellulare und membrangebundene Rezeptoren oder Molekile. Im Gegensatz zur adaptiven
Immunitét sind die Rezeptoren keimbahnkodiert. Das bedeutet, dass sie durch die Gene festgesetzte
Strukturen besitzen und nicht an Veranderungen der Erreger bzw. des Erregerspektrums adaptierbar
sind. Sie erkennen allerdings zahlreiche evolutiondr konservierte Muster von wiederholten
Strukturmotiven auf Pathogenen, die im Englischen ,pathogen-associated molecular patterns®
(PAMPs) genannt werden. Die Rezeptoren und Mustererkennungsmolekiile werden daher als
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»pattern recognition receptors* (PRR) bezeichnet (14). Abbildung 4 zeigt Beispiele fir
Mustererkennungsstrukturen des angeborenen und des adaptiven Immunsystems. Anders als im
adaptiven Immunsystem besteht keine klonale Verteilung der Rezeptoren. Vielmehr kommt ein
bestimmter Satz von Rezeptoren bei allen Zellen eines Typs vor. Die Rezeptoren der angeborenen
Immunitat haben vielfaltige Funktionen. Auf Phagozyten dienen sie z.B. der Pathogenerkennung
und der anschlielenden Aufnahme. Es gibt chemotaktische Rezeptoren, die bakterielle Peptide
erkennen und Neutrophile zum Infektionsherd locken. Uber einige Rezeptoren wird die Synthese
und Ausschuttung von Effektormolekilen induziert, die z.B. die anschlieBende adaptive
Immunantwort beeinflussen oder eine Entziindungsreaktion hervorrufen. Dies ist bereits Bestandteil

der frih-induzierten Reaktionen des angeborenen Immunsystems (14).

Erkennungsmolekiile der angeborenen Erkennungsmolekiile der erworbenen
Immunitat Immunitat
Pentraxine
C-reaktives Protein  Serum Amyloid-Protein IgM 19G, gD, IgE

@ @ Mannose - &i 4 Z
bindendes
Komplement Lektin
o k) §~'“.<

Extrazellular

Komplement-
Rezeptoren FC- D4
Rezeptoren
Toll-like T-Zelle
Scavenger-
Rezeptoren

Mannose-Rezeptoren

Rezeptoren

s B-Zell-
HjT-ZeII- m QO cpa  Rezeptor
i Rezeptoren ] :

MHC - MHC I .' &

Zelloberfliche

Zytosol-ER Weg Phagosom-Weg

RIG-1 MDA-5 0 A @

' Helikasen '

Toll-like

NOD-LRR Proteine Rezeptoren

Intrazelluldr

Abbildung 4: Mustererkennungsmolekiile und Rezeptoren des angeborenen und des adaptiven Immunsystems.
Mit verschiedenartigsten Molekiilen und Rezeptoren werden spezifische Strukturen von Pathogenen erkannt. Wéhrend
das angeborene Immunsystem allerdings evolutiondr konservierte PAMPs erkennt, ist das adaptive Immunsystem in der
Lage, sich an spezifische Erreger anzupassen (Prof. HJ. Anders).
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Toll-like-Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren erhielten ihren Namen von den Toll-Proteinen, die urspringlich in der
Drosophila melanogaster entdeckt wurden (15). In der Fruchtfliege sind die Toll-Proteine u.a. fir
die embryonale Entwicklung (16) und die Pilzabwehr (17) verantwortlich.

Toll-like Rezeptoren sind Typ-1-Transmembranrezeptoren mit einer extrazellularen Leucin-reichen
Doméne (LRR = leucin- rich repeats). Die intrazellulare Doméne ist homolog zu der des IL-1-
Rezeptors und wird entsprechend Toll/IL-1-Rezeptor (TIR)-Doméane genannt. Es wurden bisher 10
humane (TLR1-10) und 12 murine (TLR1-9 und 11-13) TLRs entdeckt, die z.T. homolog sind (18).
TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 sind in endosomalen Membranen und der Rest in
Plasmamembranen lokalisiert (Abbildung 5). Sie werden hauptsachlich in Immunzellen, aber auch
in nicht-Immunzellen wie z.B. glomerulédre Zellen und Tubulusepithelzellen exprimiert. Toll-like-
Rezeptoren sind wichtige Pathogenerkennungsrezeptoren (PRR) der angeborenen Immunitét und
werden durch spezifische Liganden aktiviert (Tabelle 2). Neben den membranstandigen TLRs gibt
es noch zytosolische PRR: nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like Rezeptoren
(NLR) und retinoic-acid-inducible protein (RIG)-like Helikasen (RLH), zu denen MDAS5 und RIG1
gehdren (19). Nach der Ligandenbindung bilden TLRs Homo- oder Heterodimere und rekrutieren
intrazellulare Adaptermolekiile.

TLR2, TLRI
TLRS or TLRé TLR4
Plasma ?
e Abbildung 5:  Toll-like Rezeptoren und ihre
I I I .
Adaptermolekiile.
\’UMYDBS mMYD% T'RAEﬁ]MYD% TLR-1, -2, -4, -5 und -6 befinden sich auf
TIRAP 1 Plasmamembranen, wahrend die restlichen TLRs in
endosomalen  Membranen lokalisiert sind.  Sie

Endolysosome rekrutieren  folgende  Adaptermolekiile:  MyD88,
TIRAP, TRAM und TRIF. Dabei wird zwischen
MyD88-abhangigen und MyD88-unabhéngigen
Signaltransduktionen unterschieden (20).
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Tabelle 2: Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden (19)

Pathogen

Molekulares Muster

Toll-like Rezeptor

Bakterienwand

alle Bakterien Peptidoglykan TLR2

Gram-negative Bakterien Lipopolysaccharide TLR4

Gram-positive Bakterien Triacy-Lipopeptide TLR1/TLR2
Lipoteichonsaure TLR2 - TLR6
Diacy-Lipopeptide TLR2 - TLR6
Porine TLR2

Mykobakterien Lipoarabinomannan TLR2
Triacy-Lipopeptide TLR1/TLR2

Mikrobielle und virale Nukleinsdure

DNA CpG-DNA TLR9

RNA ds-RNA TLR3
ss-RNA TLR7, TLR8

andere Pathogenbestandteile

Flagellen Flagellin TLR5

uropathogene E.coli ? mTLR11

Proteine der viralen Hiille RSV-Hillprotein TLR4
Masern-Virus-Hamagglutinin TLR2
CMV, HSV1-Proteine TLR2

Zellwand von Pilzen Candida-Phospholipomannan TLR2
Candida-Mannan TLR4
Saccharomyces Zymosan TLR2 / TLR6

Die folgenden vier Adaptermolekule sind an der TLR-Signaltransduktion beteiligt (Abbildung 5):
MyD88, TIR domain-containing adaptor protein inducing INFB (TRIF), TRIF related adaptor
molecule (TRAM) und TIR-assoziiertes Protein (TIRAP). Dabei unterscheidet man zwischen
MyD88-abhangier (MyD88 + TRAF6 + IRF5 + NF-k-B) und MyD88-unabhangier (TRIF + TRAF6
+ IRF3 + NF-k-B) Signaltransduktion (Abbildung 6) (19, 20). TLR4 ist der einzige Rezeptor, der
sowohl die MyD88-abhdngige als auch die unabhéngige Signalkaskade aktivieren kann. TLR3
signalisiert nur Gber den MyD88-unabhangigen und die restlichen TLRs nur Uber den MyD88-
abhangigen Weg (21).
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Abbildung 6:
Signaltransduktion durch
TLRs und zytoplasmatische
PRR. Nach Ligandenbindung
werden intrazellulare
Signalkaskaden initiiert. Dabei
werden zunéchst
Adaptermolekiile rekrutiert, die
mit weiteren Proteinen
Komplexe bilden. Letztendlich
werden proinflammatorische
Zytokine  und Interferone
induziert (19).

MDAS i

Flagellin
(Reat“/dsRNA Type 1 interferons Proinflammatory cytakines Type 1 interferons

Die initiierten Signalkaskaden fiihren Uber die Aktivierung von NF-kB, MAPK und Interferon-
regulierenden Faktoren zur Induktion proinflammatorischer Zytokine und Interferone (18, 19)
(Abbildung 6). Interessanterweise sind TLR2 und TLR4 in der Pathogenese der IR-bedingten
Schédigung in der Niere beteiligt (19). Daher ist anzunehmen, dass auch endogene TLR-Liganden

existieren.

Induzierte Reaktionen des angeborenen Immunsystems

Die ndchste Phase der Immunantwort beschreibt die friih-induzierten Reaktionen des angeborenen
Immunsystems, die im Gegensatz zum adaptiven System kein immunologisches Gedé&chtnis bilden.
Dazu gehoren die Wirkungen der Zytokine und Chemokine, die nach Pathogenkontakt sezerniert
wurden. Von aktivierten Makrophagen werden z.B. IL-1, IL-6, TNF-q, IL-8 oder IL-12 freigesetzt.
Beispielsweise werden GefaRendothelien durch IL-1 und TNF-a aktiviert. Das bedeutet, dass sie
vermehrt Adhasionsmolekiile, wie Selektine und interzelluldare Adhédsionsmolekile (ICAM)
produzieren und in die Membran einlagern, um die Migration von Immunzellen zu ermdglichen
(14). Integrine sind ebenfalls Adhé&sionsmolekiile, die allerdings auf der Oberfldche von Leukozyten
zu finden sind. Dabei sind neutrophile Granulozyten, die ersten Zellen, die GefalBwénde
durchdringen und zum Infektionsherd wandern. TNF-a erhoht zudem die GefaRpermeabilitat, das
ebenfalls den Zustrom von Zellen und Proteine erleichtert. Neben den lokalen Effekten hat es
allerdings auch starke systemische Wirkungen, wie Fieberentwicklung oder Schock. IL-1, IL-6 und
TNF-a I6sen auch die sogenannte Akute-Phase-Reaktion aus, bei der Akute-Phase-Proteine, wie
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CRP, Pentraxine oder Kollektine in der Leber vermehrt gebildet werden. Einige davon aktivieren
das Komplementsystem, wéhrend andere direkt opsonierend wirken (14). Chemokine sind eine
Untergruppe der Zytokine und locken Immunzellen zum Entziindungsherd. Eine weitere wichtige
Gruppe von Molekiilen im angeborenen Immunsystem sind die Interferone (INF), die fir die
Virusbekampfung wichtig sind. Sie lassen sich in drei Gruppen (INF-a, IFN-B und IFN-y)
unterteilen, waéhrend sich die ersten beiden stark von IFN-y unterscheiden. Sie werden von
virusinfizierten Zellen sezerniert. Umliegende Zellen werden v.a. durch die Wirkung von INF-a und
INF-B virusresistent und erhohen die MHC-1-Bildung zur effektiveren Pathogenprasentation.
Zudem werden NK-Zellen aktiviert, die virusinfizierte Zellen abtoten (14).

1.2.2. Das adaptive Immunsystem

Je nach Immunlage und Infektionsschwere kénnen jeweils beide Phasen des angeborenen
Immunsystems ausreichen, um die Erreger zu beseitigen. Gelingt dies nicht, bedarf es der erreger-
spezifischen Abwehr des adaptiven Immunsystems, das durch Zellen und Molekiile des
angeborenen Systems aktiviert wird (14). Die adaptive Immunitat zeichnet sich dadurch aus, dass
spezifische Antikorper gegen Pathogenbestandteile erzeugt werden. Dies ist nur moglich, weil sie
durch rekombinierbare Gene kodiert werden. So kann sich der Organismus an die Verédnderungen
der Erreger bzw. des Erregerspektrums anpassen (14). Die Effektorzellen des adaptiven
Immunsystems sind die Lymphozyten. Zur Aktivierung sowohl der T- als auch der B-Lymphozyten
werden ihnen Antigene durch antigenprasentierende Zellen (APC) im Lymphknoten prasentiert.
Dies bedarf zusatzlich einer Kostimulation, die bei T-Zellen meist Gber antigenprasentierende DCs
und bei B-Zellen tber aktivierte T-Zellen erfolgt. Neben DCs gehdren auch Makrophagen und B-
Lymphozyten zu den antigenpréasentierenden Zellen. Anschlielend erfolgt die klonale Expansion
des aktivierten Lymphozyten. B-Zellen differenzieren zu grolRen Plamazellen, die dann
antigenspezifische Antikdrper produzieren. Dies ist sehr zeitaufwandig und ware nicht moglich,
wenn die Mechanismen der angeborenen Immunitét nicht im Vorfeld die Infektion in Schach halten
wirde (14). Neben der Spezifitdt und der Anpassungsfahigkeit ist die Bildung eines
immunologischen Gedachtnisses ein weiterer wichtiger Aspekt des adaptiven Systems. Es verkirzt
die Reaktionszeit beim erneuten Auftreten desselben Erregers erheblich (14).
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1.2.3.  Immunreaktionen durch Ischdmie-Reperfusion in der Niere

Im Rahmen der IR in der Niere werden neben der unmittelbaren hypoxiebedingten Zellschadigung,
Immunreaktionen ausgeldst, die nicht protektiv sind, sondern mafgeblich zum Zellschaden
beitragen (22). Dabei spielt v.a. das angeborene Immunsystem eine wichtige Rolle. Neben den
Mediatoren des Immunsystems sind sowohl Tubulusepithel- und GefalRendothelzellen aktiv am IR-
bedingten Entziindungsgeschehen beteiligt (23). Bereits eine Stunde nach renaler IR werden
Adhasionsmolekile auf Endothelzellen und Leukozyten hochreguliert, die zur verstérkten
Leukozyteninfiltration und Entziindungsreaktion fiihren (Abbildung 7). Entscheidend aber fur eine
verstarkte Schadigung ist die ischamie-bedingte Dysfunktion des Endothels. Hypoxiebedingt
werden Zelladhdsionen und Zytoskelett veréndert, das zum Verlust von Zell-Zell-Kontakte und zum
Abldsen des Endothels von der Basalmembran fihrt (23). Die gestorte Integritat des Endothels ist
u.a. fir dessen erhohte Permeabilitdt mit verantwortlich. Dadurch erhoht sich zusatzlich die
Infiltration von Immunzellen und Molekllen. Durch die vermehrte interstitielle
Flussigkeitsansammlung werden aber zudem peritubuldre Kapillaren komprimiert. Das stagnierte
Blut in diesem Bereich aktiviert das Gerinnungssystem und l6st Entziindungsreaktionen aus (14).
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Abbildung 7: Immunreaktionen in der postischdmischen Niere. Die ischdmiebedingte Entziindungsreaktion wird
eingeleitet durch einen starken Influx von Immunzellen, bedingt durch eine friihe Hochregulierung wvon
Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen und Leukozyten. Die erhéhte vaskuldre Permeabilitat begiinstigt zusétzlich den
Zustrom von Entziindungsmediatoren. Tubulusepithelzellen steigern die TLR-Expression und sezernieren ebenfalls
Zytokine und Chemokine (23).

17



IRF4 IN RENALER ISCHAMIE-REPERFUSION

Letztlich wird dadurch die endotheliale Dysfunktion verstarkt und ein Teufelskreis entsteht, der die
renale Perfusion beeintrachtigt und zu verlangerter Hypoxie fuhrt (24). Da aktivierte Endothelzellen
auch Zytokine und Chemokine sezernieren (22), tragen freigesetzte aktivierte Endothelzellen
maoglicherweise auch zu entfernten Organldsionen bei, z.B. in der Lunge (25). Auch das
Tubulusepithel tragt zum Entziindungsgeschehen bei. Frith schon werden nach renaler IR Toll-like-
Rezeptoren (TLRs) hochreguliert (Abbildung 7) (23), tber die u.a. freigesetzte Bestandteile
nekrotischer Zellen detektiert werden (26). Diese freigesetzten zelluldren Bestandteile werden im
Englischen in Anlehnung an den Begriff ,,pathogen-associated molecular pattern® (PAMPS) als
,.danger/damage-associated molecular pattern® (DAMPs) bezeichnet. Wahrend PAMPs
Bestandteile pathogener Mikroorganismen bezeichnet, sind DAMPs Bestandteile aus kdrpereigenen
Zellen. Allerdings ist nicht klar, ob DAMPs grundsatzlich aus wiederholenden Strukturmustern
bestehen, wie es bei PAMPs der Fall ist (26). Der Grofteil der DAMPs wird préaformiert im Zytosol
von Korperzellen aufbewahrt und wird durch nekrotischen Zelluntergang, nicht jedoch durch
Apoptose freigesetzt (Abbildung 8). DAMPs werden dhnlich wie PAMPs (iber Rezeptoren u.a. Gber
TLRs detektiert, I6sen Entziindungsreaktionen aus und aktivieren das adaptive Immunsystem. Sie
konnen beziiglich ihrer Herkunft und Aktivitat in zwei grolie Kategorien eingeteilt werden (Tabelle
3). ,Intrazellulare* DAMPs stammen direkt aus nekrotischen Zellen und wirken unmittelbar
stimulatorisch auf Immunzellen. Andere intrazellulare Zellbestandteile schaffen ,.extrazellulare
DAMPs, indem sie praformierte extrazelluldare Mediatoren, wie z.B. Komplementfaktoren oder
Antikorper aktivieren und somit indirekt immunstimulatorisch wirken (26). Auf
Tubulusepithelzellen werden TLR1, 2, 3, 4 und 6 konstitutiv exprimiert (27), wobei TLR2 und
TLR4 durch IR vermehrt exprimiert werden. In Experimenten konnte gezeigt werden, dass die
Blockade dieser beiden Rezeptoren die IR-bedingten Gewebeschédden und das ANV reduzieren.
Desweiteren konnte durch Experimente mit Knochenmarks-Transplantationen gezeigt werden, dass
TLR2 und TLR4-Expression in Tubulusepithelzellen im Vergleich zu myeloischen Zellen die
groRere Bedeutung hinsichtlich Entzundungsreaktion und Gewebeschaden hat (28, 29). Die
Induktion von Zytokinen wie TNF-q, IL-6, IL-1p3, und TGF-f und Chemokinen wie MCP-1 oder
IL-8 (22) erfolgt sowohl iber den MyD88-abhangigen und MyD88-unabhangigen Signalweg (30)
(31). Die proinflammatorische Aktivitdt von Tubulusepithelzellen konnte in einem weiteren
Experiment gezeigt werden. Nach Stimulation mit Sauerstoffradikalen, die unter oxidativen Stress
vermehrt produziert werden, exprimieren Zellen aus dem S3-Segment des proximalen Tubulus den
Interferon-regulierenden Faktor (IRF)-1. IRF1 ist ein Transkriptionsfaktor, der nach renaler IR friih

induziert wird und proinflammatorische Gene aktiviert (32).



IRF4 IN RENALER ISCHAMIE-REPERFUSION

Hidden 4 %) s
.DH"\I\AF‘_'! Q)&O | Living cell

_ Abbildung 8: Freisetzung von DAMPs durch
nekrotischen Zelluntergang.

Apepiass Hecrosls DAMPs sind Bestandteile korpereigener Zellen, die
TR S zum GrofRteil im Zytosol der Zelle aufoewahrt und erst
Hpapienc.t T durch nekrotischen Zelluntergang freigesetzt werden.
B QO \ Secondary 4 Im organisierten apoptotischen Zelluntergang bleiben
i % 8‘, = - . DAMPs versteckt und lésen im Gegensatz zur
hidden | O3 ﬁ.}(@ = _ Nekrose  keine  Immunreaktionen aus  (26)
= '{élease o-‘.
ﬁt‘" DAMPs
Phagocytosis - l
%8 o o0 came
t??.'j;-{‘? | [ recepror

MNo response
or anti-inflammatory
response

Pro-inflammatory
response

Interessanterweise konnen Tubulusepithelzellen zu semiprofessionellen Phagozyten transformiert
werden. Geschédigte Tubulusepithelzellen exprimieren vermehrt das Oberflaichenmolekil KIM1,
uber den die Phagozytose von abgestorbenen Zellen induziert wird (33).Dies tragt vermutlich
ebenfalls zur Modulation der Immunreaktion in der akut geschadigten Niere bei. Durch renale IR
werden entlang der Basalmembran des Tubulusepithels Komplementfaktoren aktiviert, da der
Komplement-inhibierende Faktor Crry auf der basolateralen Seite des Epithels verloren geht. Dies
geschieht im Rahmen des ischdmie-bedingten Polaritatsverlusts der Tubuluszellen (34). In weiteren
Experimenten wurde gezeigt, dass dabei nur der alternative Weg der Komplementaktivierung eine
Rolle spielt (35, 36). Ahnlich wie in der mikrobiellen Infektion werden auch im sterilen
Entziindungsgeschehen frith vermehrt Neutrophile und Makrophagen rekrutiert, die phagozytisch
aktiv sind und Zytokine und Chemokine sezernieren. Aktivierte Neutrophile kdnnen ebenfalls
Sauerstoffradikale freisetzen (22, 37), die das Tubulusepithel weiter schadigen. Ob Neutrophile
grundsétzlich protektiv sind oder den Gewebeschaden verstarken, wird in der Literatur allerdings
kontrovers diskutiert (38, 39).
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Tabelle 3: Intra- und extrazellulare DAMPs und ihre Rezeptoren (26)

DAMPs

Potentielle Rezeptoren

Intrazellulare DAMPs

HMGB1

Harnséaure

Cromatin, Nukleosome, DNA
Hitze-Schock-Proteine (HSP)

ATP
Adenosin
Galektin
Thioredoxin
S-100 Proteine
Cathelicidin
Defensine

N-formylated peptide

Extrazellulare DAMPs

Hyaluronsaure

Heparansulfat
Fibrinogen
Kollagen
Fibronektin
Elastin

Laminin

RAGE, TLR2, TLR4

TLR2, TLR4, CD14

TLR9 mit BCR oder Fc-Rezeptor

CD14 (HSP70, HSP60)

CD91 (HSP70, HSP90, GP96, Calreticulin)
Scavenger Rezeptoren (HSP70, GP96, Calreticulin)
TLR4 (HSP60)

TLR2/4 (HSP60, GP96)

CD40 (HSP70)

P1, P2X, P2Y Rezeptoren (ATP-Rezeptoren)

Ay, Asa, Az, Az Rezeptoren (Adenosin-Rezeptoren)
CD2

RAGE

FPRL-1

CCR6, TLR4

FPR, FPRL-1

CD44, TLR2, TLR4
TLR4

TLRA4, Integrine
CXCR2

Integrine

Integrine

Integrine

Auch DCs spielen eine entscheidende Rolle in der ischdmiebedingten akuten Nierenschadigung. Sie
werden nachfolgend gesondert besprochen.

Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass das adaptive Immunsystem ebenfalls an den IR-
getriggerten Immunreaktionen beteiligt ist (23), wenn auch nicht in dem Umfang wie das
angeborene Immunsystem. Sowohl T-Zell- als auch B-Zell-Defizienz (40) schitzt vor IR-bedingter

Schédigung, wobei Subpopulationen unterschiedlich beteiligt sind. So tragen nur CD4-positive T-
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Zellen zur Schadigung bei, nicht jedoch CD8-positive T-Zellen (41). T-Zellen erhéhten zudem
ebenfalls die endotheliale Permeabilitait (42), vermutlich ber Zytokinproduktion. Uber
Depletionsexperimente von regulatorischen T-Zellen konnte gezeigt werden, dass deren
immunsuppressive und antiinflammatorische Wirkung auch im IR-Setting von Bedeutung ist (43).

Dendritische Zellen in der renalen Ischamie-Reperfusion

DCs sind entscheidend an der friihen Entzindungsreaktion nach IR in der Niere beteiligt. Residente
DCs sind die starkste vertretene Zellpopulation in der gesunden Niere (44), die relativ spezifisch
den Oberflachenmarker CD11c exprimieren (45). Sie sind in der ganzen Niere verteilt und
verweilen hauptsachlich im Interstitium (46). Renale DCs entstammen der myeloischen Zellreihe
aus dem Knochenmark und sind bei genauer Betrachtung eine sehr heterogene Population in der
Niere. Es wird vermutet, dass diese Heterogenitat durch unterschiedliche regionale Faktoren
entsteht, die zu unterschiedlicher Differenzierung der DCs fuhrt (45). Beispielsweise sind nach
renaler IR F4/80-positive DCs hauptsichlich am kortikomedullaren Ubergang in der Niere
lokalisiert. Diese Region reagiert sehr empfindlich auf hypoxische Zustdnde und weist nach IR die
starksten Gewebeschaden auf. Vermutlich werden durch den hohen Anteil endogener Liganden in
diesem Bereich DCs verstarkt stimuliert (47). Fiir die Differenzierung und das Uberleben von
myeloischen DCs wird der Wachstumsfaktor CSF-1 benétigt. Interessanterweise wird er vermehrt
in der Medulla und nicht etwa im Kortex von Parenchymzellen exprimiert und sezerniert (45). Im
Interstitium interagieren sie mit verschiedensten Molekilen, die von den Tubuli zu den
GefaBkapillaren transportiert oder von Parenchymzellen freigesetzt werden und mit Immunzellen,
Epithelzellen oder Fibroblasten und natirlich mit eindringenden Mikroorganismen (44). DCs sind
bekannt dafur, dass sie als potente APCs Pathogene phagozytieren und diese den T-Lymphozyten
prasentieren und somit das adaptive Immunsystem aktivieren (14). Aber auch im sterilen
Geschehen nach IR in der Niere stellen sie eine Schnittstelle zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsystem dar. Analog zur Pathogenerkennung, detektieren sie auch freigesetzte Bestandteile
aus nekrotischen Zellen (DAMPSs). Dies fiihrt gleichermalRen zur Aktivierung und Differenzierung
der DCs und bewirkt deren Migration zu lymphatischen Gewebe, wo sie T-Lymphozyten
stimulieren (Abbildung 9) (26, 48). Bevor jedoch das adaptive Immunsystem ins Spiel kommt,
initiileren DCs und Makrophagen bereits die friihe Entziindungsreaktion nach IR in der Niere, indem
sie Zytokine und Chemokine sezernieren und weitere Effektorzellen wie NK-Zellen aktivieren (44).
Es konnte gezeigt werden, dass residente F4/80 / CD11c-doppelpositive DCs im Gegensatz zu

einwandernden Immunzellen nach renaler IR die stdrksten Produzenten proinflammatorischer
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Mediatoren wie TNF-a, MCP-1, RANTES etc. sind. Die Depletion intrarenaler DCs mittels
Clodroant-Liposomen flhrt zu stark reduzierter TNF-a-Sekretion nach IR (47). TNF-a ist ein
hochpotentes proinflammatorisches Zytokin, das durch renale IR vermehrt produziert wird. Es tragt
zur Hochregulation von Adhédsionsmolekiilen auf renalen Endothelien und somit zur vermehrten
Leukozyteninfiltration bei. Desweiteren induziert es weitere proinflammatorische Mediatoren, u.a.
TNF-a selbst und potenziert so die Entzindungsreaktion. TNF-a triggert die Apoptose von
Tubulusepithelzellen und verstarkt so den Parenchymschaden. Neben seiner Zytotoxizitat wirkt es
zudem vasokonstriktorisch und reduziert so den glomeruldren Blutfluss und die Ultrafiltration (49).
Da DCs maRgeblich an der Entzindungsreaktion in der postischamen Niere beteiligt sind, mussen
sie immunologisch reguliert und kontrolliert werden, um Uberschieende Immunreaktionen zu
vermeiden. Es gibt ein komplexes Netzwerk an Regulationsmechanismen mit unzéhligen Faktoren,

um Immunreaktionen zu regulieren (Abbildung 10).

Abbildung 9: Aktivierung von DCs durch
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In diesem Zusammenhang hat man herausgefunden, dass die proinflammatorische Funktion DCs
u.a. mit Hilfe des single Ig IL-1-related receptor (SIGIRR) reduziert wird. SIGIRR ist ein
Transmembranrezeptor aus der TIR/Il-R-Superfamilie, der TLR-Signaling inhibiert, indem es deren
Homo- bzw. Heterodimerformationen moduliert oder mit anderen Komponenten der
Signalkaskaden interagiert. Es wird relativ ubiquitdr exprimiert; in der Niere sowohl von
Tubulusepithelzellen als auch von myeloischen Zellen. Mit Hilfe von SIGIRR-defizienten und
chiméren Mdusen konnte man zeigen, dass SIGIRR TLR-Signalkaskaden hauptsachlich in renalen
DCs inhibiert und so dessen proinflammatorische Funktion reduziert. SIGIRR-defiziente Mause
entwickeln dementsprechend verstarkte Entziindungsreaktionen und Gewebeschaden nach renaler
IR (50).

1.2.4. Regulationsmechanismen von Immunreaktionen

Die Reaktionen des Immunsystems haben primar die Aufgabe den Organismus vor exogenen und
endogenen Gefahren zu schiitzen. Die exzessive bzw. unkontrollierte Immunaktivierung kann
allerdings zu erheblichen Schaden des Organismus flihren (51). Wie groR das Zerstérungspotential
des Immunsystems sein kann, zeigen eindrucklich Erkrankungen wie der Lupus erythematodes (52)
oder chronisch entzundliche Darmerkrankungen (53). Dabei laufen Entziindungsreaktionen
aufgrund von autoimmunologischen Fehlregulationen oder durch genetisch bedingte Immundefekte
in unkontrollierter Weise ab und fiihren zu erheblichen Gewebeschéden. Unter physiologischen
Bedingungen wird die immunologische Balance zwischen Nutzen und Zerstérung durch eine grofie
Anzahl von negativregulatorischen Faktoren und Mechanismen gehalten und bilden ein komplexes
Regulationsnetzwerk. Dabei spielen die TLR-induzierten Signalkaskaden wieder eine
entscheidende Rolle, die auf mehreren Ebenen reguliert werden konnen: an der Zellmembran,
intrazellular auf verschiedenen Ebenen der Kaskade und auf DNA-Ebene (Abbildung 10) (51). An
einigen Beispielen sollen Regulationsmechanismen veranschaulicht werden. An der Zellmembran
werden TLR-induzierte Signalkaskaden beispielsweise durch Iosliche sTLRs gehemmt. An
Makrophagen der Maus konnte gezeigt werden, dass es losliche Splice-Varianten des TLR4-Gens
(STLR4) gibt. sTLR4 wird durch LPS induziert und wirkt in einem negativen
Feedbackmechanismus hemmend auf die TLR4-Signaltransduktion (54). Der genaue Mechanismus
ist nicht bekannt. Vermutlich interagiert STLR4 mit dem TLRA4-Liganden oder dessen Kofaktoren
und reduzieren so die TLR4-Aktivierung (51). Ahnliches wird tiber TLR2 berichtet (55).
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Abbildung 10: Regulation von TLR-Signaling auf verschiedenen Ebenen. Eine Vielzahl von Faktoren (in der
Grafik braun markiert) inhibiert TLR-Signalkaskaden extrazellular, intrazellular und auf DNA-Ebene. Dadurch werden
Immunreaktionen moduliert. UberschieBende Entziindungsreaktionen kénnen zu Autoimmunerkrankungen, chronischen
Entziindungen und vermehrten Infektionen fiihren (51).

Der Kkonstitutive exprimierte Transmembranrezeptor SIGIRR inhibiert LPS- und IL-1-
Signalkaskaden, indem es mit TLR-Adaptermolekiilen interagiert (56). Nach renaler IR in Mdusen
fuhrt die SIGIRR-Defizienz zu verstérkter Entziindungsreaktion und groRerem Gewebeschaden in
der Niere (50). Intrazellular finden sich zahlreiche regulatorische Faktoren, die auf
unterschiedlichen Stufen der Signalkaskade wirken. Die IL-1R-assoziierte Kinase M (IRAK-M) ist
ein inhibitorisches Protein, das intrazelluldr lokalisiert ist und nur in Monozyten exprimiert wird. Es
blockiert die Formation von Adaptermolekil-Komplexen an intrazellularen TLR-Doménen und
inhibiert somit die nachfolgende NF-kB-Aktivierung (56). Die IRAK-M-Defizienz resultiert
ebenfalls in verstarkter Entziindungsreaktion nach bakterieller Infektion (57).
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1.2.5. Interferon-regulierende Faktoren

Die Familie der Interferon-regulierenden Faktoren (IRF) besteht derzeit aus neun humanen und
einigen viral kodierten Mitgliedern (58). Sie wurden urspringlich als Regulatoren des Typ-1-
Interferon-Systems bekannt, wobei man mittlerweile weil3, dass sie weitreichendere Funktionen
sowohl im angeborenen als auch im adaptiven Immunsystem und auch aulRerhalb des
Immunsystems haben (Tabelle 4). So sind sie an diversen Immunreaktionen, an der Regulation von
Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose beteiligt. IRFs sind Transkriptionsfaktoren und haben
einen homologen strukturellen Aufbau. Am N-Terminus befindet sich die DNA-Bindungs-Domane
(DBD), die durch 5 Tryptophan-Wiederholungen und einer Helix-Loop-Helix-Struktur
charakterisiert ist. Sie ist bei allen IRFs identisch (58, 59). Damit wird eine DNA-Sequenz erkannt,
die als IFN-stimulated response element (ISRE) bezeichnet wird, da sie urspriinglich in
Promoterregionen von Typ-l IFN-induzierbaren Genen gefunden wurde. Mittlerweile weil3 man,
dass sie auch Promoterbestandteil von IFN-1 Gene selbst und vielen anderen Genen ist (60). Am C-
Terminus befindet sich die IRF-assoziierte Domane (IAD), die unter den einzelnen IRFs variiert.
IRF1 und IRF2 besitzen IAD-2 und die restlichen IRF-Mitglieder IAD-1. Sie dient der Interaktion
mit anderen Faktoren, u.a. auch anderen IRF-Mitgliedern. Je nach Interaktionspartnern werden
verschiedene Zielgene aktiviert oder gehemmt (58).

IRF3 und IRF7 sind die wichtigsten Regulatoren der Typ-I IFN-Genexpression nach
Virusinfektionen. IRF3 wird konstitutiv exprimiert und verweilt in einer latenten Form im Zytosol.
Erst nach einer Virusinfektion transloziert es in den Nukleus und fuhrt zur Induktion von IFNa/(3
und Chemokinen. Im Gegensatz dazu liegt IRF7 zunéchst nur in kleinen Mengen vor und wird erst
nach Virusinfektionen durch IFN-I induziert. Dadurch entsteht ein positiver Feedback-
Mechanismus, der die Immunantwort in zwei Phasen erheblich verstarkt (Abbildung 11).

Tabelle 4: Subgruppen der IRF-Familie (58)

Subgruppe IRF-Mitglied
Regulation des IFN-Systems

a) Regulation der IFN-Induktion IRF3, IRF7

b) Mediatoren der IFN-Transduktion IRF2, IRF9
Stressreaktion IRF1, IRF5
Héamatopoetische IRF IRF4, IRF8
Morphologische IRF IRF6
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Durch Phosphorylierung werden die Faktoren aktiviert und bilden zusammen Homo- oder
Heterodimere und wirken so unterschiedlich auf die Typ-l1 IFN-Genfamilie. IRF3 ist ein potenter
Aktivator von IFN-B-Genen, nicht jedoch von IFN-a-Genen mit Ausnahme von IFN-a4-Genen.
IRF7 dagegen aktiviert sowohl IFN-a und IFN-B-Gene. Diese Beobachtungen lassen vermuten,
dass IRF3 fiir die initiale antivirale Immunantwort verantwortlich ist, wahrend IRF7 erst in die
spatere Phase potent eingreift (60). Folgende PRRs sind u.a. in der Signaltransduktion nach viraler
Infektion beteiligt: TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9, RIG-1 und MDAS5. Desweiteren konnte
gezeigt werden, dass IRF3 und IRF7 auch nach DNA-Schadigung durch UV-Strahlung aktiviert
werden, jedoch uber andere Signalwege (58). IRF7 hat zudem eine Bedeutung in der
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen (59).

IRF2 und IRF9 sind ebenfalls entscheidende Mediatoren in IFN-Signalwegen. IRF9 spielt eine
wichtige Rolle in der antiviralen Wirkung von Typ-1 IFN, ist aber auch in der Geninduktion tber
das Typ-Il IFN-System beteiligt (59). Wahrend IRF9 aktivierend wirkt, hat IRF2 eine hemmende
Wirkung auf IFN-a/B-induzierte Genexpression. IRF2-defiziente Mduse entwickeln beispielsweise
inflammatorische Hauterkrankungen mit CD8(+)-T-Zell-Anomalitaten, die auf eine Uberaktivitat
des IFNo/B-Systems zurtickzufiihren sind (58). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass IRF2 die
Entwicklung von NK-Zellen und DCs reguliert. Im adaptiven Immunsystem ist IRF2 beteiligt,

indem es die Expression von Proteine fur den Antigentransport zu MHC-1 (TAP1) stimuliert (59).

Tabelle 5: Die Familie der Interferon-regulierenden Faktoren (58)

IRF-Mitglied Expression induzierbar durch
IRF1 ubiquitér IFN-y, IFN-a/B, 1I-1, y-Strahlung, Etoposide
IRF2 ubiquitar IFN-y, IFN-o/B
IRF3 ubiquitér
IRF4 h&matopoetische Zellen anti-CD3, anti-IgM, anti-CD40, ConA, PMA,
HTLV-1-Tax, 1l-4, GM-CSF, c-rel
IRF5 ubiquitér IFN-a/B, Poly(l:C), Adriamycin, Irinotecan
IRF6
IRF7 ubiquitér IFN-a/B, TNF-a, Etoposide
IRF8 h&matopoetische Zellen IFN-y, IFN-a/p

IRF9 ubiquitar IFN-y, IFN-0/B
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Abbildung 11: IRF3 und IRF7 im positiven Feedback mit Typ-1 IFN. In der frihen Phase einer Virusinfektion
werden IRF3/7 aktiviert, die die Expression von IFNo/B und Chemokinen im Nukleus induzieren. Im Verlauf
stimulieren IFNa/p die verstarkte Induktion von IRF7, das schlieBlich zu einer potente antivirale Immunantwort fiihrt
(60).

IRF1 und IRF5 spielen ebenfalls eine Rolle im Typ-l1 IFN-System, wenn auch keine so
entscheidende wie etwa IRF3 und IRF7. Vielmehr weisen sie zudem weitreichendere Funktionen
im Immunsystem auf. So ist IRF1 entscheidend an der Entwicklung und Differenzierung
verschiedener Immunzellen beteiligt, reguliert Zellzyklus, Apoptosevorgange und die Induktion von
MHC-I Proteinen (58, 59). IRF1-defiziente Mduse zeigen Defekte in der Entwicklung von CD8(+)-
T-Zellen und NK-Zellen. Sie haben gestorte Thl-Immunantworten und Makrophagen dieser Méuse
sind in der IL-12 Expression beeintrachtigt. Beim Menschen geht die IRF1-Defizienz mit dem
myelodysplastischen Syndrom oder Leukdmie einher. Desweiteren ist sie mit gestérten UV- und
medikamenteninduzierten Apoptosevorgangen assoziiert (59). Es wurde festgestellt, dass IRF2 eine
gleiche DNA-Bindungsstelle wie IRF1 erkennt und als kompetitiver Hemmstoff dessen
proapoptotische und wachstumsregulierende Funktion hemmt. Die Uberexpression von IRF2
resultiert dementsprechend in onkogener Transformation von Zellen (58, 59). Dabei hemmt IRF2
z.B. die IRF1-abhdngige Induktion von IFN- 3 und MHC-I Genen (61). Im Typ-I IFN-System spielt
IRF1 keine so entscheidende Rolle, auch wenn es Bestandteil sowohl des IFN-[3- als auch des IFN-
a-Enhanceosoms ist. Studien haben aber gezeigt, dass es vielmehr in der viralen Abwehr durch
IFN-y beteiligt. In IRF1-defizienten Mdausen ist nach IFN-y-Stimulation die Induktion der NO-
Synthetase, der Guanylat-Bindungs-Protein und 11-12p35 reduziert (59).
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Tabelle 6: Aktivierung von Interferon-regulierenden Faktoren tiber PRRs (60)

PRR  Lokalisation Adapter aktivierte IRFs

RIG-I zytosol CARDIF/IPS1/MAVS/VISA IRF3, IRF7

MDA5  zytosol CARDIF/IPS1/MAVS/VISA IRF3, IRF7, (IRF1)
zytosol IRF3

TLR3 Zellmembran / Endosom TRIF IRF3, (IRF7)

TLR4 Zellmenbran MyD88, TRAM, TRIF, TIRAP IRF3, IRF5, IRF8, (IRF7)

TLR7 Endosom MyD88 IRF4, IRF5, IRF7

TLR9 Endosom MyD88 IRF4, IRF5, IRF7, IRF8

Abgesehen vom IFN-System hat IRF1 auch eine Bedeutung in der frihen Entziindungsreaktion
nach ischamischer Schéadigung in der Niere. Es konnte gezeigt werden, dass IRF1 wenige Minuten
nach renaler IR von proximalen Tubuluszellen aus dem S3-Segment produziert werden und zur
Induktion proinflammatorischer Zytokine fihrt. IRF1-Defizienz in Mausen vermindert die
postischdme Nierenfunktionsstérung, den Gewebeschaden und die Entziindungsreaktion (32).

Die antivirale Funktion von IRF5 ist noch nicht ausreichend erforscht, aber es gibt Hinweise, dass
es auch dabei eine Rolle spielt. Es konnte gezeigt werden, dass es durch Infektionen mit NDV
(Newcastle-Disease-Virus) und VSV (vesicular stomatitis Virus), nicht jedoch durch Sendaivirus
oder poly I:C phosphoryliert und aktiviert wird. Poly I:C ist eine synthetische Doppelstrang-RNA,
die experimentell IFN induziert. Das Impliziert, dass die Aktivierung virusspezifisch stattfindet. Die
IRF5-Genexpression wird sowohl durch Typ-1 IFN als auch durch Virusinfektion induziert (59).
Durch in-vitro-Experimente konnten feine Unterschiede zwischen IRF5 und IRF7 beziglich
Geninduktionen von IFN-o-Subtypen erarbeitet werden. Wéhrend IRF5 hauptsachlich IFN-al
induziert, stimuliert IRF7 hauptsdchlich IFN-08. Weitere Unterschiede zeigen sich in der
Aktivierung von IRF5 und IRF3 bzw. IRF7. IRF3 und IRF7, nicht jedoch IRF5 werden (ber den
TLR3/TRIF-Signalweg aktiviert. IRF5, aber auch IRF7 werden (iber den MyD88-abhéngigen Weg
aktiviert, nicht jedoch IRF3 (59). Auch wenn IRF5 vermutlich keine groRe Bedeutung in der IFN-
induzierten antiviralen Immunabwehr besitzt, wird hier deutlich, dass die einzelnen IRFs z.T.
uberlappend und erganzend an der antiviralen Abwehr beteiligt sind. Es gibt Beobachtungen, dass
Mutationen im IRF5-Gen zu Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen Lupus erythematodes
pradisponieren und durch konstitutiver IFN-a Produktion charakterisiert ist. Anzumerken ist, dass
das IRF5-Gen im Menschen in multiplen Splice-Varianten vorkommt (59). Desweiteren kann IRF5

nach DNA-Schadigung Zellzyklusarrest und Apoptose auslésen (58, 59). Eine weitere bedeutende
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Funktion besteht in der transkriptionellen Regulation von friih-inflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen. In IRF5-defizienten Mausen sind inflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-6 und IL-
12 signifikant runter reguliert, wahrend die IFN-a-Induktion kaum betroffen ist. In der Présenz von
hohen Konzentrationen von aktiviertem IRF7 ist der Beitrag von IRF5 zur IFN-1 Induktion
vernachlassigbar. Hier ist die Funktion von IRF5 auf die Induktion von inflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen reduziert, die nicht von IRF7 stimuliert werden. Dies impliziert, dass
die entscheidende Funktion von IRF5 vielmehr in der Induktion von inflammatorischen Zytokinen
zu sehen ist und nicht so sehr von IFN-I (59). Die IRF5-abhéngige Expression von
proinflammatorischen Zytokinen kann tber Ligandenbindung an TLR4, TLR5, TLR7 und TLR9
stattfinden. Nach TLR-Aktivierung interagiert IRF5 mit MyD88 und wird dadurch aktiviert. Nach
Dimerisierung transloziert es in den Nukleus und induziert in Kooperation mit NF-kB die
Expression von proinflammatorische Zytokinen und Chemokinen (60). In diesem Zusammenhang
fungiert IRF4 als kompetitiver Hemmstoff von IRF5, indem es die gleiche MyD88-Bindungsstelle
besetzt und somit dessen proinflammtorische Funktion inhibiert (Abbildung 12).

IRF4 kommt ausschlieBlich in hdmatopoetischen Zellen vor und wird z.T. konstitutiv exprimiert
oder nach TLR-AKktivierung induziert (60). Es ist der einzige Faktor dieser Familie, der nicht durch
IFN induziert wird (58, 62). Neben seiner Funktion als Transkriptionsfaktor v.a. in der
Lymphozyten-Differenzierung und Aktivierung, wie weiter unten beschrieben, fungiert es auch als
negativ regulatorischer Faktor im TLR-Signalling, in der die DNA-Bindungsdomane nicht beteiligt
ist (60). Dabei konkurriert es mit IRF5 um dessen MyD88-Bindungsstelle, nicht jedoch mit IRF7,
das ebenfalls mit MyD88 interagiert (63). Wéhrend IRF5 die zentrale Region von MyD88 bindet,
besetzt IRF7 dessen death-Doméne (60). In peritonealen Makrophagen geht nach LPS-Stimulation
IRF4-Defizienz dementsprechend mit erhdhter Zytokin- und Chemokinexpression einher (64).

Und IRF4-/- Méuse reagieren hypersensitiv auf DNA-induziertem Schock mit ebenfalls erhéhten
Zytokinwerten. Die IRF7-induzierte IFN-o/f Expression ist davon nicht beeinflusst (63). In
Experimenten zur Untersuchung der chronisch entziindlichen Darmerkrankung Morbus Crohn,
konnte gezeigt werden, dass IRF4 durch MDP induziert wird und die Entziindungsreaktion im
Rahmen der Erkrankung reduziert (65). MDP ist ein Bestandteil von Gram-positiven und Gram-
negativen Bakterien. Wie vorher beschrieben konkurriert IRF4 um die gleiche MyD88-
Bindungsstelle wie IRF5 und hemmt dadurch dessen proinflammatorische Funktion (60). Auf

DNA-Ebene hat IRF4 eine weitere negativ-regulatorische Funktion.
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Abbildung 12: IRF4 inhibiert die
\\"ch )Endosome/ proinflammatorische ~ Funktion  von
. / lysosome IRF5. Nach TLR-Aktivierung wird IRF5
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TLR9 Kooperation mit NF-kB im Nukleus die

o Expression proinflammatorischer Zytokine.
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kompetitiv  dessen proinflammatorische
Funktion (60, 66).
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Es bindet u.a. die gleiche Promotersequenz wie IRF1 und antagonisiert dadurch die IRF1-abhé&ngige
Transaktivation von TRAIL-Genen (61).TRAIL ist ein Typ-2 Transmembranrezeptor und gehort
der TNF-Superfamilie an. Uber die Interaktion mit death-Rezeptoren (TRAIL-R1 und TRAIL-R2)
induziert er v.a. in Tumorzellen Apoptose. In gesunden Zellen wird diese proapoptotische Aktivitét
durch decoy-Rezeptoren gehemmt. Wéhrend die Interaktion mit dem decoy-Rezeptor TRAIL-R3
die weitere Kaskade komplett hemmt, wird Gber den decoy-Rezeptor TRAIL-R4 NF-kB aktiviert.
Dabei werden Faktoren induziert, die zur Apoptosehemmung flhren. (67-69).

IRF4 und IRF8 sind sich in mehrerer Hinsicht sehr &hnlich: Beide werden ausschliel3lich in
hédmatopoetischen Zellen exprimiert. Einzeln weisen sie nur eine schwache DNA-Bindungsaktivitat
auf, die erst durch Bindung weiterer Transkriptionsfaktoren wie PU.1, E47 oder auch anderen IRF-
Mitglieder wie IRF1 und IRF2 zunimmt (59). Beide Faktoren sind entscheidend an der Entwicklung
und Funktionen von B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen beteiligt. Auf
unterschiedliche Weise regulieren sie viele Entwicklungsstufen der B-Zelle. Ein Doppel-knockout
von IRF4 und IRF8 resultiert in einem kompletten Arrest der B-Zellentwicklung auf der Stufe der
Pra-B-Zelle, die dadurch hyperproliferiert. IRF4, jedoch nicht IRF8 ist maRgeblich an
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Rekombinationsprozessen zur Rezeptoreditierung beteiligt und spielt somit eine entscheidende
Rolle fir die Antikdrperproduktion und Toleranz gegeniiber kdrpereigenen Antigenen (70). Fur die
Enddifferenzierung zu Plasmazellen sind hohe IRF4-Konzentrationen nétig. Dementsprechend
fehlen Plasmazellen in IRF4-knockout-Mausen komplett (70, 71). Zudem werden in diesen Mausen
keine Keimzentren in Lymphknoten und Milz gebildet (62). Neben der B-Zell-Entwicklung sind
IRF4 und IRF8 auch maligeblich an der Entwicklung und Funktion verschiedener T-Zell-
Populationen beteiligt (62). IRF4 reguliert z.B. die Th17-Differenzierung. Diese Zellpopulation ist
mit einer autoimmunen Enzephalomyelitis assoziiert, die in IRF4-defizienten M&usen nicht mehr
auftritt (72). In regulatorischen T-Zellen wird IRF4 bendtigt, um Th2-Immunantworten zu
unterdriicken und sie somit zu kontrollieren (73). IRF8-Defizienz geht mit gestorten Thl-
Immunantworten, 1I-12 Produktion und somit mit verstarkter Infektanfalligkeit einher (59). IRF4 ist
fur die Entwicklung von CDA4(+) dendritische Zellen notig, die in IRF4-knockout Mausen fehlen.
Die Entwicklung von CD8-a(+) DCs wird hingegen ber IRF8 reguliert. Fir die Entwicklung von
CD4(-)CD8a(-) DCs werden beide Faktoren bendtigt. Plasmazytoide dendritische Zellen (pDC)
werden hauptsachlich tber IRF8 und nur zu einem geringeren Anteil von IRF4 reguliert (74). Da
pDC wichtige IFN-Produzenten sind, wird deutlich, dass IRF8 auch in der antiviralen Abwehr von
Bedeutung ist (59). Die Uberexpression von IRF4 ist mit verschiedenartigster maligner Entartung
des h&matopoetischen Systems assoziiert, wie T- und B-Zell-Lymphomen, Leukdmien und dem
multiplen Myelom (75). Letzteres entsteht durch eine chromosomale Translokation des IRF4-Gen
in die Ndhe des Immunglobulin-Schwerketten-Lokus, wodurch es stark vermehrt exprimiert wird.
Ahnlich kénnen auch onkogene Viren, wie HTLV-I und EBV (iber eine verstirkte IRF4-Expression
zu Lymphomen fiihren (62).

IRF6 unterscheidet sich von den meisten IRF-Mitgliedern dadurch, dass es Funktionen auBerhalb
des Immunsystems hat. Es ist der Hauptregulator in der terminalen Differenzierung von
Keratinozyten, die bei IRF6-Gendefekte hyperproliferieren. Dies geht mit Anomalitdten von Haut,
Extremitaten und kraniofazialer Morphologie einher. Oftmals ist die IRF6-Defizienz embryonal
schon letal (59). Beim Menschen sind IRF6-Genmutationen mit dem Van-der-Woude-Syndrom und
dem Popliteal-Pterygium-Syndrom assoziiert (58). Seit kurzem weilR man auch, dass die IRF6-
Expression mit der Invasivitit von Mammakarzinomen korreliert. IRF6 interagiert mit dem
Tumorsuppressorgen Maspin, das proapoptotisch aktiv ist und Zellinvasion inhibiert. Wie Maspin
so ist auch der Mangel an IRF6 mit Brustkrebs assoziiert (58).
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1.3. Ziel der Untersuchung und Hypothese

In dieser Untersuchung wurde der Fokus auf die angeborene Immunitat im Rahmen der renalen IR
gelegt. Dabei sollte die regulatorische Rolle von IRF4 in der IR-induzierten sterilen
Entzundungsreaktion erforscht werden. Es ist bereits bekannt, dass IRF4 durch LPS induziert wird
und die nachfolgende Entziindungsreaktion drosselt (60, 63). LPS sind Bestandteile der
Zellmembran Gram-negativer Bakterien, die beim Zerfall der Bakterien freigesetzt werden
(Endotoxine). In der experimentellen Forschung simulieren sie also eine bakterielle Infektion. Es ist
derzeit unbekannt, ob oxidativer Stress, wie er im Rahmen der IR entsteht, ebenfalls die IRF4-
Expression induziert. Dazu wurden Nierengefalie in Mé&usen fiir eine definierte Zeit abgeklemmt
und nach einer Reperfusionsphase untersucht. Dabei wurden IRF4-defiziente Mause mit Wildtyp-
Méusen verglichen.

Der IR-induzierten Gewebeschaden l6st TLR2/MyD88- und TLR4/MyD88-Signalkaskaden aus.
TLR2 und TLR4 werden sowohl auf myeloische als auch auf Tubulusepithelzellen exprimiert und
werden durch IR hochreguliert. Interessanterweise spielt die TLR2- bzw. TLR4-Signaltransduktion
nach renaler IR in den Tubulusepithelzellen eine bedeutendere Rolle als in myeloischen Zellen (28,
29). Da das Netzwerk der intrarenalen DCs aber maligeblich am ,,Danger-Signaling® in der Niere
beteiligt ist (76), wurde vermutet, dass inhibitorische Faktoren in myeloischen Zellen die TLR-
Signaltransduktion beeinflussen. In friheren Experimenten des Labors konnte gezeigt werden, dass
SIGIRR die Aktivierung von renalen DCs nach IR unterdrickt (50). SIGIRR ist ein
Transmembranrezeptor und wird konstitutiv in intrarenalen DCs exprimiert (77). Es ist
anzunehmen, dass neben konstitutiv exprimierten Faktoren auch induzierbare Faktoren die IR-
bedingte Entziindungsreaktion kontrollieren. Wir vermuteten, dass IRF4 ein induzierbarer Faktor im
Rahmen der IR sein konnte.

Die Hypothese fiir dieses Experiment wurde wie folgt formuliert:

IRF4 wird durch oxidativen Stress induziert und reduziert die Zytokin/Chemokin-Sekretion
intrarenaler DCs und schiitzt dadurch vor Gewebeschaden und Funktionsverlust der Niere.
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Kapitel 2:
Material und Methoden
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2. Material und Methoden

Verwendete Gerate und Materialien

BioRad Semi-Dry Blotting System
ELISA-Reader Tecan, GENios Plus
Entwickler Curix 60
Gel-Elektrophorese-Kammer

Gene Amp PCR System 9700
Homeothermic Blancet, Control Unit
Lichtmikroskop Leitz Diavert
Lichtmikroskop Leitz DMRBE

Digitale Kamera DC 300F
LightCycler-480 Real-time qPCR System

BioRad, Minchen, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

AGFA, Kdln, Deutschland

PeqgLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
PE Applied Biosystems, Illinois, USA

Panlab Bioresearch, Barcelona, Spanien

Leica Microsysteme, Bensheim, Deutschland
Leica Microsysteme, Bensheim, Deutschland
Leica Microsysteme, Cambridge, UK

Roche, Mannheim, Deutschland

LightCycler 480 Multiwell Platte 96 (+ Klebefolie) Roche, Mannheim, Deutschland

MACS-Micro-Beads-Magnet
Mini-PROTEAN® 11 Electrophoresis Cell
pH meter WTW

Schneidgerat

Sonicater

Spektrophotometer Beckman DU® 530
Sicherheitswerkbank, Microflow Klasse-2
Thermomixer 5436

Ultra TURRAX T25 (Rotor-Stator-Homogenisator)
UNO-II-Cycler (Thermocycler)

UV-Licht

Vortex Genie 2™

Sartorius-Waage BP110S

Waage Mettler PJ 3000

Wasserbad HI 1210

Yasargil Aneurysm Clip

Yasargil Clip Applying Forceps
Zellinkubator Type B5060 EC-CO,
Zentrifuge Heraeus, Minifuge T

Milteny Biotec, Berg.-Gladbach, Deutschland
BioRad, Minchen, Deutschland

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland

Jung CM 3000, Leica, Solms, Deutschland
Branson, Danbury, CT, USA

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Ika-Werke, Staufen, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Bachofer Laborgeréate, Reutlingen, Deutschland
Scientific Industries, N.Y., USA

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Mettler Toledo, Giel3en, Deutschland

Leica Microsysteme, Solms, Deutschland
Medicon, Tuttlingen, Deutschland

Medicon, Tuttlingen, Deutschland

Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland
VWR International, Darmstadt, Deutschland



Megafuge 1.0R, Heraeus
Hettich Zentrifuge
Zahlkammer-Neubauer

24-well-Platten

6-well-Platten

Einbettkassetten

1,5ml-Geféalie (“Eppis”)

Falcons 15ml, 50ml

Immobilon PVDF Transfermembran
Kodak BioMax XAR Film

MACS LS-Colums

Mersilene, Polyester, 2-0
Mikropipetten 20pl

Multikanalpipette Eppendorf Research
Nadeln BD Microlance 26 G x %
Nunc-Immuno™ 96 Microwell “Plates
Pipettenspitzen 1-1 000ul Typ Gilson®
Pipettenspitzen epT.l.P.S. Standard
Pipetten Pipetman®P

Pipettierhilfe Pipetus®-classic
Plastikfilter 70um

Preseparationsfilter 30pm, 70um
Skalpelle No. 20

Spritzen BD Plastipak 1000ul, 5ml, 2ml
Sterile Mullkompressen 5x5¢cm
Whatman-Papier

Zellkulturschalen 10cm

Zellschaber 24cm

Zellsieb, Cell strainer 70um
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Heraeus, Hanau, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Costar Corning, Schiphol-Rijk, Holland
neoLab Migge, Heidelberg, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

Millipore, Schwalbach/Ts., Deutschland
Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Milteny Biotec, Berg.-Gladbach, Deutschland
Ethicon, Belgien

Brand, Wertheim, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Peske, Aindling-Arnhofen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Gilson, Middleton, WI, USA

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt, Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland

Milteny Biotec, Berg.-Gladbach, Deutschland
Feather Safety Razor Co., Japan

BD, Heidelberg, Deutschland

NOBA Verbandmittel, Wetter, Deutschland
Millipore, Schwalbach/Ts., Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

BD, Heidelberg, Deutschland
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2.1.  Tierzucht und Tierhaltung

C57BL/6 Wildtyp-Mause Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland
IRF4-/- Mé&use Mak T.W., Depatement of Biophysics, Universitat Toronto

In dieser Studie wurde C57BL/6 Mause und IRF4-knockout-Mé&use (IRF4-/-) verwendet. Da die
homozygote Zucht der IRF4-defizienten Maéuse erfolglos blieb, wurden sie durchgehend
heterozygot geziichtet. Sie wurden in 10 Generationen in den C57BL/6J-Stamm rlckgekreuzt (78).
Je funf Mé&use wurden in Macrolon Typ Il L Kafigen mit Filterdeckel gehalten und hatten
unbegrenzten Zugang zu Wasser und Futter. K&fige, Futter, Wasser, Stroh und Nestwatte wurden
durch Autoklavieren sterilisiert. Die Tiere wurden in einem 12-stindigen Hell-Dunkel-Rhythmus
gehalten. Alle experimentellen Verfahren wurden nach den Vorschriften des deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und waren durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

2.2.  Genotypisierung der Mause

Proteinase K (20mg/ml) Merck, Darmstadt, Deutschland

Gelatine Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
KCI Merck, Darmstadt, Deutschland

MgCl, Merck, Darmstadt, Deutschland

NP40 Fluka/Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Tris-HCI Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tween-20 Fluka/Sigma, Deisenhofen, Deutschland
10x-PE-Puffer  (Thermopol Puffer) New England BioLabs, Frankfurt, Deutschland
Tag-DNA-Polymerase New England BioLabs, Frankfurt, Deutschland
1,25mM dNTP Fermentas, St.-Leon-Rot, Deutschland
Agarosepulver Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Fluka/Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Xylencyanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycerin Roth, Karlsruhe, Deutschland

Borsdure Fluka/Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland
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PBND-Puffer: 2,5ml 2M KCI; 1ml 1M Tris-HCI (pH8,3); 0,25ml 1M MgCl,; 10ml
0,1% Gelatine; 0,45ml 100% NP-40; 0,45ml 100% Tween-20; auf 100
ml Wasser aufftillen

6x-Ladepuffer: 3000l 100% Glycerol; 500ul 5% Bromphenolblau; 500ul 5%
Xylencyanol; 6000ul Wasser

Low-range-Proteinmarker: 30ul DNA-Ladder, 15ul 6x-Ladepuffer, 60ul Wasser

5x-TBE-Puffer: 539 Tris; 27,5g Borsaure; 20ml 0,5M EDTA [pH8,0]
2%-Agarose-Gel: 29 Agarose; 100ml 1x TBE; 8ul Ethidiumbromid (10 mg/ml);
aufkochen

Mastermix fiir PCR (pro Probe):

2,5ul  10x-PE-Puffer

2,0ul  1,25mM dNTP

1,0ul  Forward-Primer (10 pmol) Metabion, Miinchen, Deutschland

1,0ul  Reverse-Primer (10 pmol) Metabion, Minchen, Deutschland
0,5ul  Tag-DNA-Polymerase
17,0[.1| HzO

verwendete Primer:

IRFA-WT-Forward-Primer: 5"- GCA ATG GGA AAC TCC GAC AGT -3
IRF4-WT-Reverse-Primer: 5°- CAG CGT CCT CCT CAC GAT TGT -3
IRF4-KO-Forward-Primer: 5°- CCG GTG CCC TGA ATG AACTGC 3
IRF4-KO - Reverse-Primer:5°- CAA TAT CAC GGG TAG CCA ACG -3

\on jeder zu testenden Maus wurde ein 2mm Schwanzstlick abgeknipst und in 200l PBND-Puffer
gelegt. Dann wurde 1pul Proteinkinase K (20 mg/ml) dazugegeben. Bei 56° C wurde das Gewebe in
vier Stunden im Thermoblock (Eppendorf-Thermomixer, Hamburg, Deutschland) inkubiert und
gelegentlich gemischt bis es volistandig aufgelost war. AnschlieBend wurden die Proben zwei
Minuten bei 13000 Umdrehungen/Minute zentrifugiert und 150ul in ein neues Gefal pipettiert. Nun
stand die isolierte DNA zur weiteren Verarbeitung bereit.
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AnschlieBend wurden zwei verschiedene Mastermixe fiir die anschlieBende PCR vorbereitet (s.
oben). Fiir jede Probe ergab sich ein Mastermix-Volumen von 24ul. Die Mixe unterschieden sich in
den dazugegebenen Primerpaaren: einer beinhaltete die IRF4-Wildtyp-Primer (WT) und der andere
die IRF4-knockout-Primer (KO), jeweils Forward- und Reverse-Primer. Fir jede DNA-Probe
wurde nun ein WT-Mastermix und ein KO-Mastermix mit 1ul DNA angesetzt. Somit hatte man
zwei Mastermix-Reihen mit den gleichen DNA-Proben. Als Kontrollen wurden Proben mit
(C57BL/6)-Wildtyp- [+/+], heterozygote IRF4-knockout- [+/-], homozygote IRF4-knockout-DNA
[-/-] und mit Wasser (statt mit DNA) angesetzt. Nun konnten die Proben in die PCR-Maschine
gestellt werden. In 30 Zyklen wurde die DNA amplifiziert, wobei jeder Zyklus aus 30 Sekunden bei
94°C (Denaturierung), 60 Sekunden bei 61°C (Primer-Hybridisierung) und 90 Sekunden bei 72°C
(DNA-Synthese) bestand. VVor dem eigentlichen Beginn der Zyklen war eine Pra-Inkubation von 15
Minuten bei 94°C n6tig, um eine optimale Denaturierung der DNA und der Primer zu ermdglichen.
Am Ende der 30 Zyklen wurden die Proben weitere 10 Minuten bei 72°C inkubiert. Durch diese
Inkubation wurden die DNA-Einzelstrange wieder optimal hybridisiert. Nach vier Stunden war die
PCR fertig und die Proben wurden auf 4°C gekilhlt. Dann wurde ein 2%-iges Agarosegel
angefertigt. Dazu wurden 2g Agarosepulver (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in 100ml TBE-
Puffer angeruhrt, kurz aufgekocht und schlieBlich 8ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) beigemischt.
Kurz vor dem Auftragen der Proben auf das Agarosegel wurden sie mit 4upl 6x-Ladepuffer
gemischt. Davon wurden nun 8-10ul auf das gefestigte Gel aufgetragen. In die erste Vertiefung
wurde ein low-range-Proteinmarker aufgetragen, in dem sich verschiedene DNA-Fragmente
bekannter Langen befanden. Nun wurden die Proben bei 200V 15-32 Minuten laufen gelassen.
Durch das Ethidiumbromid konnten die Banden im UV-Licht sichtbar gemacht werden. Der
Vergleich der beiden Mastermix-Reihen ermdglicht eine Zuordnung der Mé&use in heterozygote
oder homozygote Genotypen in Bezug auf IFR4-Wildtyp bzw. IRF4-knockout.

2.3.  Uni- und bilaterale Abklemmung der Nierengefalie

Naloxon Inresa 0,4mg (Naloxonhydrochlorid) Inresa-Arzneimittel, Freiburg, Deutschland
Midazolam-ratiopharm 5mg/ml (Midazolamhydrochlorid) ~ Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Flumazil Hikma 0,5mg/5ml (Flumazil) Hikma Pharma, Nieder-Olm, Deutschland
Antisedan (Atipamezolhydrochlorid 5mg/ml) Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Dormitor 1mg/ml Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland

(Medetomidinhydrochlorid + Methyl-4-hydrobenzoat + Propyl-4-hydrobenzoat)
Fentanyl-Janssen 0,1mg (Fentanylcitrat) Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland
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An 6 bis 8 Wochen alten C57-Bl/6-Wildtyp- und IFR4-Knockout-Mé&usen wurden bi- und
unilaterale Abklemmungen (Yasargil Aneurysm Clip, Medicon, Tuttlingen, Deutschland) der
NierengefaBe vorgenommen. Dazu wurden die Mé&use zunéchst narkotisiert mit folgender
Narkosemischung: 2x 5mg/5ml Midazolam-Ratiopharm, 2ml Fentanyl (0,05mg/ml) und 1ml
Dormitor (1mg/ml). Die Narkoseinjektion erfolgte intraperitoneal und die Menge je nach
Mausgewicht war zwischen 150ul und 200pl. Unmittelbar nach der Narkotisierung wurden die
Méuse auf ein vorgeheiztes 39°C-warmes Warmepad gelegt, um einen raschen Abfall der
Korpertemperatur zu vermeiden. Desweiteren wurde eine 60-Watt-Infrarot-Wéarmelampe benutzt,
um die Korpertemperatur wéhrend der ganzen Prozedur konstant zwischen 35 und 37°C zu halten.
Die Operation erfolgte auf einem separaten Warmepad. Die Korpertemperatur wurde mittels
Thermosonde rektal gemessen und kontrolliert (Homeothermic Blancet, Control Unit und
Temperature Probe, Panlab Bioresearch, Barcelona, Spanien). Die Augen der Tiere wurden mit
Bepanthen-Augensalbe vor Austrocknung geschiitzt. Uni- oder bilateral erfolgte eine 1cm lange
Inzision an den Flanken, wobei die Nieren nach der GefaBabklemmung in der Bauchhdhle gehalten
wurden, um Austrocknung und Wéarmeverlust zu vermeiden. Die Inzision wurde mit einer NaCl-
getrankten sterilen Kompresse wéhrend der Ischdmiezeit abgedeckt (Abbildung 12). Anschliel3end
wurden die NierengefaRe wieder erdffnet, wobei auf eine sichtbare Reperfusion geachtet wurde.
Drei Tropfen physiologische NaCl-Losung wurde in die Bauchhohle getropft, um eventuellen
Blutverlust auszugleichen. Die Inzision incl. Peritoneum wurde mit zwei Stichen geschlossen
(Mersilene, Polyester, 2-0 Ethicon, Belgien). Dann erfolgte eine intraperitoneale Injektion von 200
pl Anatgonistenlosung folgender Mischung: 5ml Annexate (0,2mg/ml), 0,5ml Antisedan (5mg/ml)
und 3ml Naloxon (0,4mg/ml). Nach dem Erwachen wurden die Tiere noch weitere zwei Stunden
mit einer Infrarot-Warmelampe vor Hypothermie geschitzt.

Fur die ,,unilateralen” Versuche wurde eine 45-minutige Ischdmiezeit gewéhlt, da diese Zeitspanne
in  Vorversuchen die konstantesten Ergebnisse  hinsichtlich  Gewebeschaden  und
Entzindungsparameter lieferten. In einer ,bilateralen* Versuchsreihe (n=5), mit ansteigenden
Ischdmiezeiten (30 — 45 — 60 — 90 Minuten) zeigte sich allerdings, dass 45 Minuten Ischdmie zu
stark belastet. Nach 45 Minuten bilateraler GefaRabklemmung entwickelten sich so hohe
Kreatininwerte, dass eine Unterscheidung zwischen Wildtyp- und IRF4-Knockout-Mé&usen kaum
mehr moéglich gewesen wére. Ab 60 Minuten war der Gesamtorganismus zu stark geschadigt, das
die wieder fallenden Werte erkldaren konnte (Abbildung 13). Deshalb wurde fir die bilateralen

Versuche eine Ischdmiezeit von 30 Minuten gewéhlt.
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Abbildung 12: Abklemmung der Nierengefélle. Wéhrend der ganzen Prozedur wurde die Korpertemperatur
gemessen und konstant zwischen 35 und 37° C gehalten. Nach der Narkotisierung erfolgte eine 1 cm lange Inzision an
den Flanken. Dann wurden die Nieren vorsichtig, aber zligig nach auBen verlagert und die NierengefaBe mit einer
Klemme abgeklemmt. Wahrend der Ischdmiezeit wurden sie in der Bauchhohle gehalten und mit einem NaCl-
getrankten Tupfer vor Austrocknung geschiitzt.
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Abbildung 13: Bilaterale Versuchsreihe mit ansteigenden Ischamiezeiten. Gruppen von Mdausen (n=5) wurden einer
bilateralen Abklemmung der NierengefaRe mit ansteigenden Ischdmiezeiten unterzogen. Nach 24 Stunden Reperfusion
wurde Kreatinin im Serum bestimmt (zSEM). Ab 45 Minuten Ischdmie sind die M&use zu stark geschadigt bzw. die
Kreatininwerte zu hoch. Die Letalitdt der Mduse nimmt zu und eine Unterscheidung zwischen Wildtyp- und IRF4-/-
Mausen ist kaum mehr maglich.

Nierenentnahme nach der unilateralen Operation

Einem Tag, fiinf oder zehn Tage nach der unilateralen Operation wurden die Mause durch zervikale
Dislokation getotet. Nach medianer Laparotomie wurden sowohl die Ischdmienieren als auch die
unbehandelten / sham-operierten Kontrollnieren entnommen. Nach zlugiger aber sorgféltiger
Entfernung der Nierenkapsel, wurden die Nieren in drei Querteile geteilt. Der obere Nierenpol
wurde zur weiteren RNA-Bestimmung in 600pl RNAlater (RNeasy Mini Kit, Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) eingelegt und auf Eis gehalten bzw. bei -20°C eingefroren. Der mittlere
Nierenbereich mit dem Hilus wurde fir die histologische Schnittpraparation in 10%-iger
Formalinlésung eingelegt. Der untere Nierenpol wurde in Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
aufbewahrt. Jede Versuchsgruppe bestand aus 6 Mé&usen.

Blutabnahme nach der bilateralen Operation

Nach der bilateralen Gefalklemmung wurde den Mausen 24 Stunden postoperativ Blut entnommen
und Kreatinin und Harnstoff im Serum bestimmt. Jede Versuchsgruppe bestand aus 6 Mausen.
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2.4. Behandlung der Mause vor der Nierengefal3abklemmung

Behandlung der M&use mit Clodronat-Liposomen

CI;MDP (Clodronat) Roche, Mannheim, Deutschland
[ 2,59/ 10ml wassriger Losung (PBS) ]

Clodronat wurde von Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) tberlassen. Es ist ein nicht-
toxisches Bisphosphonat und wird in der Humanmedizin bei osteolytischen Knochenerkrankungen
eingesetzt. Da es stark hydrophil ist und somit die Lipiddoppelschicht der Zell- und
Liposommembranen nicht passieren kann, wird es in Liposomen verpackt (Abbildung 14). Auf
diese Weise kann es durch Endozytose von phagozytotischen Zellen wie Osteoklasten,
Makrophagen, DCs etc. aufgenommen werden (Abbildung 15). Durch die Verschmelzung mit
Lysosomen wird die Lipiddoppelmembran der Clodronat-Liposomen durch Phospholipasen
zerstort. Clodronat wird in der Zelle freigesetzt, kann aber nicht mehr entweichen. Es akkumuliert
und bei Uberschreiten eines Grenzwertes geht der Phagozyt durch Apoptose zugrunde. Aus
zerstorten Zellen freigesetztes Clodronat hat in der Zirkulation nur eine kurze Halbwertszeit von ca.
15 Minuten und wird schnell renal ausgeschieden. Freies Clodronat dringt nicht in Zellen ein

(www.clodronateliposomes.org) (79).
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Abbildung 14: Aufbau eines Clodronat-Liposoms. Phospholipide bilden eine Doppelschicht mit den hydrophilen
~Kopfen“ nach auflen gerichtet. Clodronat befindet sich im wassrigen Kompartiment des Liposoms
(www.clodronateliposomes.org).
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Abbildung 15: Phagozytose eine Clodronat-Liposoms. Nach der Verschmelzung des Clodronat-Liposoms mit einem
Lysosoms, 16st sich die Liposom-Membran auf und Clodronat wird in der Zelle freigesetzt und akkumuliert dort
(www.clodronateliposomes.org).

In einer ,,bilateralen” Versuchsreihe wurden Wildtyp- und IRF4-Knockout-Mé&use mit Clodronat
vorbehandelt, um v.a. DCs zu eliminieren. Dazu wurden am Tag -3 und -2 vor der Operation 200ul
Clodronat-Liposomen bzw. Kontroll-Liposomen (Roche Diagnostics, Mannheim) intravends
injiziert (47). Nach 24 Stunden Reperfusion wurde Blut entnommen und Kreatinin und Harnstoff im

Serum gemessen.

Behandlung der M&use mit dem TNF-Inhibitor Etanercept

Etanercept (Enbrel®), 50mg/ml Injektionslésung Wyeth Pharma Madison, Niederlande

Der TNF-a-Inhibitor Etanercept (Enbrel®) ist ein gentechnologisch hergestelltes Fusionsprotein
bestehend aus dem Fc-Teil eines 1gG und einer Ligandenbindungsdoméne des humanem TNF-
Rezeptor-2. Dieser losliche TNF-a-Rezeptor hat eine vielfach hohere Affinitat zu TNF-a als der
ortsstandige Rezeptor auf der Zelle. Dadurch wird TNF-a von Etanercept abgefangen, bevor es sein
eigentliches Ziel erreicht und seine starke proinflammatorische Wirkung wird gehemmt (Abbildung
16). Um die Rolle des stark proinflammatorischen Zytokins TNF-a im Rahmen der IR zu
untersuchen, wurden Gruppen von Wildtyp- und IRF4-Knockout-M&usen mit einer einmaligen
Dosis von 10 mg/kg Korpergewicht behandelt. Dafir wurden die Mause einer bilateralen
NierengefaRabklemmung unterzogen. Die intraperitoneale Injektion erfolgte unmittelbar nach
Eroffnen der GeféRe. 24 Stunden postoperativ wurde Blut entnommen und Kreatinin und Harnstoff

im Serum gemessen.
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TNF-agebunden am
igslichen TNF-Rezeptor

Abbildung 16: Léslicher und gebundener TNF-a-Rezeptor. Der l6sliche TNF-a-Rezeptor hat eine vielfach hohere
Affinitat zu TNF-a und fangt es ab, bevor es an sein eigentliches Ziel binden kann (www.enbrel.de).

Behandlung der M&use mit dem Antioxidans MnTMPyP

MnTMPyP Fluka/Sigma, Deisenhofen, Deutschland
(Mn(l)tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)porphyrin)

Das Antioxidans MnTMPyP katalysiert die Dismutation von O, und fangt auf diese Weise
Sauerstoffradikale ab, die u.a. vermehrt im Rahmen der IR entstehen. Um zu untersuchen inwieweit
Sauerstoffradikale fiir die IRF4-Induktion relevant sind, wurden Wildtyp-Mause vor, wahrend und
nach der unilateralen Abklemmung der Nierengefédlle mit MnTMPyP behandelt. Dafur wurden
jeweils 5mg/kg Korpergewicht 12 Stunden vor, wahrend und 12 Stunden nach der Operation
intraperitoneal injiziert. Anschlielend wurden die Ischdmie- und die sham-operierten
Kontrollnieren 24 Stunden postoperativ entnommen und Zellpopulationen mit der Micro-Bead-

Technik im Magnetfeld isoliert und weiter untersucht.

2.5.  Blutentnahme und Kreatinin- und Harnstoffmessung im Serum

Isofluran Abbott, Wiesbaden, Deutschland

Die Mé&use wurden zundchst mit Isofluran-Gas narkotisiert. Dann erfolgte die Blutentnahme mit
einer 20ul-Mikropipetten uber die V. angularis im medialen Augenwinkel. Um Serum zu gewinnen,
wurden die Blutproben 4 Stunden bei 4°C gelagert und anschlielend 5 Minuten bei 6000
Umdrehungen/Minute kihl zentrifugiert und in ein neues GefaR pipettiert. Fir die Kreatinin- und
Harnstoffmessung wurde mindestens 200l Serum bendtigt. Die Proben wurden kihl gelagert in
das Labor ,,Synlab.vet” nach Augsburg verschickt (www.synlab.de).


http://www.enbrel.de/
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2.6

2.6.1. RNA-Isolation aus Nierengewebe

0,AM DTT

15g/ml lineares Acrylamide
100mM dNTP Set

25mM dNTPS

40 U/l rRNasin

5*First strand Buffer
Agarosepulver
B-Mercaptoethanol
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)

DNAse Set
(enthalt DNAse, RDD-Puffer und RNAse freies Wasser)
Hexanucleotide

RNA-sample-loading-Buffer (incl. Ehtidiumbromid)
RNeasy Mini Kit

Superscript 1l (reverse Transkriptase)
RNase-freies Wasser

5x-TBE-Puffer:
2%-Agarose-Gel:

IRF4 IN RENALER ISCHAMIE-REPERFUSION

RNA-Gewinnung und Umschreiben in cDNA

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Ambion, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Fermentas, St.-Leon-Rot, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

539 Tris, 27,59 Borsaure, 20ml von 0,5M EDTA [pH8,0]
2 g Agarose-Pulver + 100 ml 1xTBE-Puffer

1 g Agarose-Pulver + 50 ml 1xTBE-Puffer

Zur RNA-Gewinnung wurde das RNeasy-Kit von Qiagen verwendet. Es wurde an einem RNAse-
freien Arbeitsplatz auf Eis gearbeitet. Alle Eppendorf-Réhrchen wurden vorher mit DEPC
behandelt.

Die Nierenstiicke waren in 600ul RNAIlater eingelegt und bei -20°C gelagert. Zundchst wurden
30mg Nierengewebe fur die RNA-Isolation abgewogen (Sartorius-Waage BP110S, Sartorius AG),
mit einem Skalpell in kleine Stlicke geschnitten und sofort in RLT-Lyse-Puffer gelegt (mit 1 % B-
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Mercaptoethanol gemischt). AnschlieBend wurde das Gewebe mit dem Ultra-TURRAX-T25-
Homogenisator (Ika-Werke, Staufen, Deutschland) lysiert und homogenisiert (30 Sekunden). Dem
RNeasy-Mini-Kit-Protokoll folgend wurde das Lysat zentrifugiert (3,5 Minuten bei 13200
Umdrehungen/Minuten), in ein neues Gefal} pipettiert, im Verhéltnis 1:1 mit 70% nicht vergélltem
Ethanol gemischt und auf die RNeasy-Mini-S&ulen pipettiert. Dann wurde wieder zentrifugiert (15
Sekunden bei 10000 Umdrehungen/Minute). In der Membran der S&aule wird die freigesetzte RNA
aufgefangen. Mit 350ul RW1-Puffer und anschlieRender Zentrifugation (15 Sekunden bei 10000
Umdrehungen/Minute) wurde der Alkohol ausgewaschen. AnschlieBend wurde die RNA mit Hilfe
des RNase-free-DNA-Sets (Qiagen, Hilden, Deutschland) von moglicher DNA-Kontamination
gereinigt. Dazu musste zundchst das DNAse-Pulver mit 550ul RNAse-freiem Wasser aufgelost
werden (DNase-1-Stammltéschung). Eine Mischung aus 10ul DNase-1-Stammldschung mit 70ul
RDD-Puffer wurde mittig auf die RNA-enthaltende Mini-S&ule gegeben und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach folgten zwei weitere Waschschritte mit je 500l RPE-Puffer
(gemischt mit 100% nicht vergalltem Ethanol im Verhéltnis 1:4) und Zentrifugation (15 Sekunden
und 2 Minuten bei 10000 Umdrehungen/Minuten). Eine weiterer Zentrifugationsschritt (1 Minute
bei 13200 Umdrehungen/Minute) diente der vollstdndigen Befreiung von Ethanol. Der Durchfluss
wurde immer verworfen. Schliel3lich wurde die RNA mit 30ul RNase-freiem Wasser in ein neues
steriles GefaR diluiert und konnte so bei -20°C gelagert werden

Messen der optischen Dichte und Berechnung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration der Proben wurde mit Hilfe der optischen Dichte ermittelt
(Spektrophotometer DU® 530, Beckman, Krefeld, Deutschland). Dafiir wurde die RNA im
Verhéltnis 1:50 mit RNase-freiem Wasser verdinnt (1ul RNA und 98ul Wasser) und diese 100ul in
die dazugehorige Kuvette pipettiert und gemessen. Vor der Messung der RNA-Mischungen wurde
mit reinem RNase-freiem Wasser auf den Nullwert geeicht. Dafur wurde der Photometer auf die
Werte 260nm, 280nm und das Verhaltnis der beiden eingestellt. Das 260/280-Verhéltnis gibt
Auskunft Gber den Reinheitsgrad der RNA. Werte zwischen 1,7 und 2,2 sind verwertbar. Werte, die

darlber liegen zeigen eine DNA-Kontamination und Werte darunter eine Protein-Kontamination an.

Die RNA-Konzentration wird wie folgt berechnet: c(ug/ml) = Extension bei 260nm *

Verdunnungsfaktor * 1 optische Dichte (fir RNA 40 pg/ml).
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Gel-Elektrophorese

Die Gel-Elektrophorese ist eine weitere Moglichkeit die Reinheit der RNA zu ermitteln. Dafir
wurden 2ul Probe mit 5pl RNA-Ladepuffer (enthélt Ethidiumbromid) gemischt und 10 Minuten bei
37°C im Thermomixer inkubiert. Anschlielend wurde es auf 2%-iges Agarose-Gel aufgetragen und
20 Minuten bei 130V laufen gelassen. In der Dunkelkammer wurden die Banden mit UV-Licht
fotografiert. Sind die Banden deutlich zu sehen und nicht verwischt, ist der Reinheitsgrad

akzeptabel.

2.6.2. Umschreibung der mRNA in cDNA

Eingefrorene RNA-Proben wurden aufgetaut und auf Eis gelagert. Es wurde an einem RNase-freien
Arbeitsplatz gearbeitet.

Fur die Herstellung von cDNA aus mRNA wurden zwei verschiedene Mastermixe hergestellt: der
RT(+)-Mix mit reverse Transkriptase und der RT(-)-Mix ohne reverse Transkriptase. Flr jede Probe
wurden 4,5ul First-Strand-Buffer, 1pl 0,1M DTT, 0,4pl 25mM dNTPs, 0,25ul Acrylamid
(15pg/ml), 0,25ul Hexanukleotide (Primer) und 8ul RNase-freies Wasser gemischt. Kurz vor der
Auftragung in die ReaktionsgefaRe wurde in den RT(+)-Mix zusétzlich (pro Probe) 0,5ul RNasin
und 0,5ul reverse Transkriptase (Superscript 11) gemischt; dies wurde fir den RT(-)-Mix durch
RNase-freies Wasser ersetzt. Die RNA wurde auf 1pg/5ul Wasser verdunnt und zunéchst 5
Minuten bei 65°C inkubiert. Dies diente der vollstandigen Entfaltung der RNA und der besseren
Reaktion mit der reversen Transkriptase. Nachdem die RNA-Proben kurz auf Eis gekihlt wurden,
wurde ihr 15pl Mastermix beigefligt. Dabei wurden wie oben erwadhnt von jeder RNA-Probe zwei
Mastermix-Reihen hergestellt: eine mit und eine Kontrollreihe ohne reverse Transkriptase. Man
erwartet in der RT(-)-Mischung keine cDNA und kann so kontrollieren, ob DNA-Kontaminationen
vorhanden sind. Anschlielend wurde die ganze Mischung 90 Minuten bei 42°C inkubiert, in der die
eigentliche Reaktion ablduft. Diese wurde am Ende durch eine 5-minditige Inkubation bei 85°C

gestoppt. Bis zur weiteren Verwendung der cDNA wurden die Proben bei -20°C eingefroren.
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2.7 Real-Time gPCR (LightCycler 480)

Die gPCR ist eine Methode, um spezifische DNA-Sequenzen zu vervielfaltigen. Anhand dessen
lassen sich auch kleinste Mengen von DNA nachweisen. Die Grundprinzipien sind relativ einfach.
Die vorhandene DNA-Matrize wird durch Erhitzen (ca. 95°C) denaturiert, d.h. der Doppelstrang
wird in zwei Einzelstrdnge getrennt, um die Replikation zu ermoglichen. Es werden zwei
verschiedene Primer (fir jeden Komplementdr-Strang einen) bendétigt, die zusammen die zu

vermehrende DNA-Sequenz zwischen sich einschlieRen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Denaturierung der DNA-Strédnge und Annealing der Primer. Durch Erhitzen wird die
Doppelstrang-DNA in zwei Einzelstrdnge geteilt, so dass sich die Primer anlagern kénnen. Das Primer-Paar schlief3t die
zu amplifizierende DNA-Sequenz zwischen sich ein.

Primer sind synthetische Oligodesoxyribonukleotide, also kleine DNA-Sequenzen, die
komplementér zu einer Sequenz ihrer DNA-Matrize sind. An ihrem 3"-OH-Ende setzt die DNA-
Polymerase fur die Replikation an. Nach der Denaturierung der DNA lagern sich die Primer an
(Annealing). Da die Annealing-Temperatur von der Basenzusammensetzung und der Lange der
Primer abhéngt, mussen fur jedes Primerpaar die Bedingungen optimiert werden. Sie liegt in etwa
zwischen 45 und 65°C. AnschlieRend wird der Primer durch Anlagerung der passenden dNTPs
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) mit Hilfe der DNA-Polymerase verlangert (Abbildung 18). Die Tag-
Polymerase wurde ursprunglich aus dem thermostabilen Bakterium ,, Thermus aquaticus“ isoliert,
von dem sie ihren Namen erhielt. Sie ist besonders hitzestabil und halt den hohen Temperaturen der

Denaturierungsphase stand. Somit muss man sie nur zu Beginn einmalig dazugeben.

31 15

Abbildung 18: DNA-Synthese. Die DNA-Tag-Polymerase verlangert die Primer an ihrem 3"-Ende. Mit jedem Zyklus
wird die DNA verdoppelt.
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Abbildung 19: SYBR-Green-Farbstoff lagert sich an Doppelstrang-DNA an. Ungebundener Farbstoff fluoresziert
nur gering. Nach Anlagerung an Doppelstrang-DNA steigt die Fluoreszenz deutlich an und kann gemessen werden. Mit
zunehmender DNA-Menge steigt die Intensitat der Lichtemission an (http:/www.gene-
quantification.de/chemistry.html).

Da ihre optimale Aktivitatstemperatur bei 72°C liegt, synthetisiert sie erst, nachdem die Primer
richtig angelagert sind. Ublicherweise umfasst die PCR 20 bis 40 Zyklen. Im SYBR-Green-System
wird ein Fluoreszenz-Farbstoff zugegeben, der sich an Doppelstrang-DNA anlagert. Ungebunden
fluoresziert der Farbstoff nur gering. Erst durch die Bindung an die DNA steigt die Lichtemission
deutlich an, die am Ende jedes Zyklus gemessen wird (Abbildung 19). Im Laufe der PCR nimmt die
DNA-Menge zu und proportional dazu steigt schlie3lich auch die Intensitat der Lichtemission.

Da sich bei jedem Zyklus die DNA verdoppelt, ergibt sich die endglltige DNA-Menge aus der
Ausgangsmenge bzw. aus der urspriinglich vorhandenen mRNA-Konzentration des entsprechenden
Gens. Der Farbstoff zeigt ein Hintergrundrauschen (Ci-Wert), da er ungebunden gering fluoresziert.
Dieser Ci-Wert wird wahrend der Analyse von der gemessenen Intensitat subtrahiert.

Protokoll

2X-SYBRGreen-Mastermix (10ml):

2ml 10x-Tag-Puffer ohne Detergenzien Fermentas, St.-Leon-Rot, Deutschland
150l dNTPs (25 mM) Fermentas, St.-Leon-Rot, Deutschland
4ml PCR-Optimizer Bitop AG, Witten, Deutschland

200ul BSA PCR grade (20 mg/ml) Fermentas, St.-Leon-Rot, Deutschland
40ul SYBRgreen | (1:100; 20% DMSO) Fluka / Sigma-Aldrich, Miinchen, D.
2,4ml MgCl; (25 mM) Fermentas, St.-Leon-Rot, Deutschland

1,21ml RNase-freies Wasser
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PCR-Mix pro Vertiefung:

10ul 2x-SyBrGreen-Mastermix
0,6pl Reverse-Primer (300 nM)
0,6pl Forward-Primer (300 nM)
0,16l Tag-Polymerase

8,4l RNase-freies Wasser

Metabion, Martinsried, Deutschland
Metabion, Martinsried, Deutschland
New England BioLabs, Frankfurt, D.

0,2ul ,,cDNA*: RT(+), RT(-) oder RNase-freies Wasser (NTC)

verwendete Primer:

IRF4: Forward-Primer: 5-CAAAGCACAGAGTCACCTGG-3’
Reverse-Primer: 5-TGCAAGCTCTTTGACACACA-3’
IRF5: Forward-Primer: 5-ATGGGGACAACACCATCTTC-3’
Reverse-Primer: 5-CAGGTTGGCCTTCCACTTC-3"
CCL2/MCP1: Forward-Primer: 5-CCTGCTGTTCACAGTTGCC-3"
Reverse-Primer: 5-ATTGGGATCATCTTGCTGGT-3"
CXCL2/MIP2:  Forward-Primer: 5-CGGTCAAAAAGTTTGCCTTG-3"
Reverse-Primer: 5-TCCAGGTCAGTTAGCCTTGC-3
IL6: Forward-Primer: 5-TGATGCACTTGCAGAAAACA-3’
Reverse-Primer: 5-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGG-3’
TNF-a: Forward-Primer: 5-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3’
Reverse-Primer: 5-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3’
18s-rRNA: Forward-Primer: 5-GCAATTATTCCCCATGAACG-3’

Reverse-Primer:

5-AGGGCCTCACTAAACCATCC-3

Die quantitative RT-PCR wurde mit Hilfe des LightCycler 480 und dem SYBR-Green-Detektions-
Systems durchgefiihrt. Dabei wurden alle technischen Schritte nach den MIQE-Richtlinien
durchgefuhrt (80). Zu Beginn wurde ein 2x-Mastermix (S. oben) in ausreichender Menge
vorbereitet, der ggf. in Aliquots eingefroren (-20°C) werden konnte. Anschlielend wurde der
eigentliche PCR-Mix (20ul pro Vertiefung) fur die Gen-Amplifikation hergestellt (s. oben), wobei
fur jedes Gen spezifische Primer (Metabion, Martinsried, Deutschland) verwendet wurden. Als
Referenz-Gen wurde die 18s-rRNA getestet. Die Spezifitat der Primer wurde in BLAST getestet
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(www.ensembl.org). Die RT(+)-Proben wurden in Duplikaten, die RT(-)-Proben und die NTC-
Proben (Negativkontrolle mit Wasser) wurden in Unikaten aufgetragen. Mit den RT(-)-Proben und
den NTC-Proben wurde auf unspezifische DNA-Amplifikation und somit auf die Verwertbarkeit
des Tests Uberprift. Die Platte wurde nun mit einer Folie fest verschlossen und in den LightCycler-
480 gestellt. Die PCR einer Platte dauerte 1 Stunde und 15 Minuten. Vor dem eigentlichen Beginn
der Zyklen war eine Pré-Inkubationen von 5 Minuten bei 95°C nétig (Initialisierung), um eine
optimale Denaturierung von DNA und Primer zu erreichen und um die Tag-Polymerase zu
aktivieren. Dabei fand keine Messung statt. Nach der Pra-Inkubation wurden die Proben auf 60°C
(45 Sekunden) gekihlt und die Primer konnten sich anlagern. AnschlieBend wurden die Proben
langsam wieder auf 95°C (15 Sekunden) erhitzt. Wahrend der Erhitzung wurde die DNA
amplifiziert und bei 95°C wurde die Doppelstrang-DNA wieder denaturiert und ein neuer Zyklus
konnte beginnen. Die DNA wurde in 40 Zyklen vervielfaltigt, wobei pro Zyklus eine Messung bei
60°C statt fand (Echtzeit-Messung). Im Anschluss an die 40 PCR-Zyklen erfolgt die Schmelzkurve
(melting curve), mit der die Schmelzeigenschaft der Primer geprift wurden. Dabei wurden die
Proben zun&chst fur 5 Minuten auf 95°C erhitzt, anschlieBend auf 65°C runter gekihlt und dann
langsam kontinuierlich wieder auf 95°C erhitzt (Abbildung 20). Hier erfolgte eine konstante
Messung, wobei nur ein Peak entstehen darf. Am Ende wurden die Proben auf 4°C gekdihlt. VVor der
Auswertung wurden zundchst die (RT-)-, die NTC-Werte und das Schmelzkurenprofil jeder
einzelnen Probe beurteilt, um unspezifische DNA-Produkte oder Primer-Dimere zu detektieren.
Alle Proben, die bis zum 35. Zyklus das Hintergrundrauschen des Farbstoffs nicht tberschritten,
wurden als nicht analysiert betrachtet und aus der Wertung genommen. Schliellich wurden die
Mittelwerte der 18s-rRNA-Werte von den Gen-Werten der anderen Proben subtrahiert (Wildtyp-
und Knockout-Werte getrennt). SchlieBlich wurden die Ergebnisse der Wildtyp- und IRF4-
knockout-Tiere in Grafiken miteinander verglichen.
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Abbildung 20: Darstellung der PCR-Phasen. Auf der Ordinate ist die Temperatur und auf der Abszisse ist die
benétigte Zeit dargestellt. Die PCR wird mit einer Pra-Inkubation bei 95°C gestartet, gefolgt von 40 Zyklen von
abwechselnd 60°C und 95°C, in denen die DNA amplifiziert wird. Am Ende wird mit der Schmelzkurve die
Schmelzeigenschaft der Primer gepriift. Am Ende jedes Zyklus und kontinuierlich wéhrend der Schmelzkurve zeigen
griine Markierungen die Messzeitpunkte an.
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2.8 Periodic Acid Schiff-(PAS)-Farbung

Um die Tubulusschéden zu ermitteln, wurden histologische Schnitte der Nieren mit der ,,Periodic
Acid Schiff“(PAS)-Methode gefarbt (52). Mit dieser histochemischen Technik lassen sich Muko-
Polysaccharide, Muko- u. Glukoproteine, Gluko- u. Phospholipide nachweisen, indem
Glykolgruppen mit der Perjodsdaure zu Aldehydgruppen oxidiert werden (Abbildung 21).
Anschlieend bilden die Aldehydgruppen mit der fuchsinschwefligen Sdure (Schiff'sches Reagenz)
einen roten Farbstoff (www.tk.de/rochelexikon/). Zu den PAS-positiven Geweben gehdren u.a. das
renale Tubulussystem (www.stainsfile.info/StainsFile/stain/schiff/reaction-pas.htm).

CHa0H CH,OH Abbildung 21: Oxidation einer
Glykolgruppe zZu einer
Aldehydgruppe mit Hilfe der
b Perjodsaure

(www.stainsfile.info/StainsFile/stai

OH H OH H n/schiff/reaction-pas.htm).
H  OH

Protokoll

Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Formaldehydlosung 37% Merck, Darmstadt, Deutschland

PAS Bio-Optica, Milan, Italien

Xylol Merck, Darmstadt, Deutschland

Anfertigen der Paraffinschnitte

Fur die histologische Schnittpraparation wurden die mittleren Nierenabschnitte verwendet.
Zunachst wurden sie in Histokassetten (neoLab Migge, Heidelberg, Deutschland) fir 24 Stunden in
10%-iger Formalinlésung eingelegt, anschlieBend in Paraffin eingebettet und 2um dicke Schnitte
angefertigt. Sie wurden auf APS-behandelte Objekttrager aufgetragen und 12 Stunden im
Trockenschrank bei 37°C inkubiert. Nun wurden sie wie folgt durch die Inkubation in Xylol und
einer absteigenden Alkoholreihe entparaffinisiert: 3x 5 Minuten Xylol, 3x 3 Minuten 100% Ehtanol,
2x 3 Minuten 95% Ethanol, 1x 3 Minuten 70% Ethanol. Anschliefend wurde 2x 5 Minuten mit
destilliertem Wasser gewaschen.


http://www.stainsfile.info/StainsFile/stain/schiff/reaction-pas.htm
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PAS-Farbung

Nun erfolgte die eigentliche Farbung. Dazu wurden die Schnitte zuerst 5 Minuten in der
Perjodsdure (2% in destilliertem Wasser) inkubiert und 1x 5 Minuten in destilliertem Wasser
gewaschen. Dann wurden sie in der fuchsinschwefligen S&ure (Schiff’'sches Reagenz) fur 20
Minuten inkubiert und wieder gewaschen. Letztlich wurden sie noch in Hamatoxylin gegengefarbt
(2 Minuten Inkubation) und wieder gewaschen. Am Ende wurden sie kurz in 90% Alkohol

getaucht, getrocknet und mit einem Deckglas versehen.

Histologische Evaluation der Tubulusschaden

Nun konnten die PAS-Schnitte unter dem Lichtmikroskop (Leica Microsystems, Bensheim,
Deutschland) auf Tubulusschédden hin untersucht werden (100-fache Vergroferung). Da die
ischamiebedingten Schdden hauptsachlich im S3-Segment des proximalen Tubulus am
kortikomedullaren Ubergang entstehen, wurde nur dieser Abschnitt evaluiert (Abbildung 22). Dabei
wurde der prozentuale Anteil folgender Faktoren abgeschatzt: Zellnekrosen, Verlust des
Burstensaums, Zylinderformationen und Dilatation der Tubuluslumen. Anschlieend wurde den
Prozentwerten Score-Punkte zugeordnet und in Grafiken dargestellt. Dafur wurde folgender Score
entwickelt:  0: keine Schaden; 1: =10% Schéden; 2:11-25% Schéden; 3: 26—45% Schaden; 4: 46—
75% Schéden; 5: >76% Schéden
MRS, | Anbildung | 22:  PAS:
i v

TR { y A Farbungen der Niere am
ol ”&' é i.g;;,, £ kortikomedullaren Ubergang.

Unter dem Mikroskop wurde
der prozentuale Anteil folgende
“ Faktoren evaluiert: Nekrosen,
Z Verlust des Biirstensaums,
i Tubulusdilatationen und
2 Zylinderformationen.

100x VergroRerung
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2.9 Immunhistochemie: Neutrophile, Makrophagen und T-Zellen

ABC-Substrat-Ldsung Vector, Burlingame, CA, USA
Methylgriin-Farbeldsung Fluka/Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Mounting Medium Vecta Mount Vector, Burlingame, CA, USA
Avidin Vector, Burlingame, CA, USA
Biotin Vector, Burlingame, CA, USA
biotinilierter Sekundar-Antikorper Vector, Burlingame, CA, USA

verwendete Primér-Antikorper:

rat anti-mouse F4/80-Antikdrper (1:100) Serotec, Oxford, U.K.
rat anti-mouse Neutrophile-Antikorper (1:400) Serotec, Oxford, U.K.
rat anti-human CD3-Antikorper (1:100) Serotec, Oxford, U.K.
H,0,-Methanol-Mix: 30% H,0; in Methanol

Antigen-Demaskierungslosung: 3ml unmasking-solution + 300ml destilliertes Wasser

Vorbereiten der Schnitte

Fur die immunhistochemischen Farbungen wurden die Nierenstlicke ebenfalls fur 24 Stunden in
10%-iger Formalinlosung eingelegt, in Paraffinblocke eingebettet, 2um dicke Schnitte angefertigt
und durch Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 95%, 70%) entparaffinisiert, wie im
Abschnitt ,,PAS-Farbung* ausfihrlich beschrieben. Anschliefend wurden die Schnitte fur 20
Minuten in 20ml H,O,-Methanol-Mix im Dunkeln inkubiert, gefolgt von 2 Waschschritten mit PBS
(2x 5 Minuten). Dadurch wird die endogene Peroxidase blockiert. Nun wurden sie in Antigen-
Demaskierungslosung eingelegt und 10 Minuten in der Mikrowelle gekocht. Alle 2,5 Minuten
wurde der Flussigkeitstand Gberprift und ggf. auf das Ausgangsniveau aufgefillt. Nach dem
Kochen wurden sie in 20 Minuten auf Raumtemperatur gekihlt und mit PBS gewaschen.
Schliellich wurde endogenes Biotin wie folgt geblockt: zundchst wurden die Schnitte fir 15
Minuten in einem Tropfen Avidin inkubiert, gefolgt von einer weiteren 15-minutigen Inkubation

mit Biotin.
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Immunhistochemische Farbung mittels Antikorper

Nun konnten die Schnitte mit verschiedenen Priméar-Antikorpern inkubiert werden. Je nach
Antikorper erfolgte die Inkubation fur 1 Stunde bei Raumtemperatur oder ber Nacht bei 4°C in
einer Feuchtkammer. Danach erfolgte die Farbung mit biotiniliertem Sekundar-Antikorper (1:300 in
PBS) fur 30 Minuten. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir weitere 30 Minuten in ABC-Substrat-
Losung (Vektor) bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer inkubiert. Zum Schluss wurden sie mit
Methylgriin (Fluka) gefarbt. Zwischen den einzelnen Inkubationschritten und Farbungen wurden
die Schnitte jeweils 2x 5 Minuten mit PBS gewaschen. Letztlich wurden die sie mit 96%-igem
Alkohol gewaschen, um Uberschissige Farbe und Xylen zu entfernen, getrocknet und mit
VectaMount (Vektor) befestigt (81).

Histologische Evaluation der Zellen

Die Neutrophilen und die T-Zellen wurden unter dem Lichtmikroskop (Leica Microsystems,
Bensheim, Deutschland) mit einer 400-fachen VergroRerung manuell ausgezahlt. Dafiir wurden pro
Schnitt 10 Gesichtsfelder mit der hochsten Zelldichte, sog. High-Power-Fields* (hpf) ausgewahlt,
gezahlt und gemittelt.

Die Makrophagen wurden ebenfalls unter dem Mikroskop mit Hilfe des Computerprogramms
»Leica QWin“ ermittelt. Dabei wurden die antikdrpermarkierten Makrophagen farblich angezeigt
und der prozentuale Anteil im Verhéltnis zur Gesamtflache des Gesichtsfelds errechnet. Pro Schnitt
wurden ebenfalls 10 Gesichtsfelder in einer 100-fachen VergroRerung gemessen und anschlieBend

gemittelt.
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2.10 Western Blot

Unter ,,Blotting* versteht man die Ubertragung von DNA (Southern Blot), RNA (Northern Blot)
und Proteine (Western Blot) von einem Elektrophorese-Gel auf eine Tradgermembran, um dann im
Anschluss bestimmte Molekule nachzuweisen. Edwin Southern ist der Erfinder der Blotting-
Technik. Er hat 1975 die Methode urspriinglich fiir die Auftrennung und den Nachweis von DNA
entwickelt und ihr den Namen ,.Southern Blot* gegeben. Erst spater wurde die Technik weiter
entwickelt, so dass auch RNA und Proteine mit der Blotting-Technik nachgewiesen werden
konnten. Der Western Blot wird auch Immunblot genannt, weil die Proteinidentifizierung oft mit

Hilfe von Antikdrpern erfolgt.

SDS-PAGE

Vor dem eigentlichen Western Blot wird zundchst ein Proteingemisch mit der SDS-PAGE, eine
Variante der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese aufgetrennt. SDS ist ein anionisches Tensid und
uberdeckt die Eigenladung der Proteine, so dass sie eine konstante negative Ladungsverteilung
haben. Desweiteren werden Sekundar- und Tertidarstrukturen der Proteine u.a. durch Erhitzen oder
Zugabe von B-Mecaptoethanol aufgebrochen, so dass sie am Ende eine ellipsoide Form aufweisen.
So wird erreicht, dass die negativ geladenen Proteine letztlich nur entsprechend ihrer Grof3e im
elektrischen Feld aufgetrennt werden. Das Polyacrylamid-Gel wirkt dabei wie ein Sieb: kleine
Proteine wandern leicht durch das Gel und sind schneller, wéhrend grol3e Proteine eher zuriick
gehalten werden.

Anoide

Abbildung 23: Schematischer Aufbau einer
diskontinuierlichen Gel-Elektrophorese. In den
Sammelgel Vertiefungen werden die Proteinproben aufgetragen.
Im Sammelgel (oben) werden sie zuerst aufkonzentriert
und im Trenngel (unten) erfolgt dann die eigentliche
Auftrennung. Die negativ geladenen Proteine wandern
von der Anode in Richtung der Kathode, wobei kleiner
Proteine die Poren des Polyacrylamidgels schneller
Trenngel durchlaufen als gréRere.

Kathode
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Zusétzlich zu den Proben wird ein GroRenmarker auf das Gel aufgetragen, anhand dessen die
ProteingroRen bestimmt werden konnen.Dieser besteht aus Proteine bekannter Grofie. Bei der
diskontinuierlichen SDS-PAGE wandern die Proteine zuerst in einem Sammelgel, indem sie
aufkonzentriert werden. AnschlieBend wandern sie im Trenngel, in dem die eigentliche
Auftrennung erfolgt (Abbildung 23). Die Gele unterscheiden sich durch unterschiedliche
PorengrofRen und pH-Werten. Durch diese Technik, die von Ulrich Laemmli entwickelt wurde,

kdnnen die Proteine besonders gut aufgetrennt werden (82).

Blotting

Fur den eigentlichen Blot wird das Gel mit den aufgetrennten Proteinen auf die Tragermembran
gelegt, auf die sie Ubertragen werden sollen. Unter- und oberhalb liegen mehrere Lagen in Puffer
getrankten Papiers. Nun wird senkrecht dazu ein gerichtetes elektrisches Feld angelegt und die
negativ geladenen Proteine wandern in Richtung der Kathode auf die Tragermembran (Abbildung
24). Das Muster der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine bleibt auf diese Weise erhalten. Nun
kdnnen gesuchte Proteine mittels spezifischer Antikorper identifiziert werden.

Stapel Whatman-Papier

- $DS-Gel

Trégermembran

Stapel Whatman-Papier

Abbildung 24: Sandwich-Aufbau des Western Blot. Oben und unten befinden sich in Puffer getréankte Papier-Stapel.
Dazwischen liegt das SDS-Gel mit den aufgetrennten Proteinen auf der Trdgermembran. Durch das elektrische Feld
wandern die Proteine (in Richtung der Kathode) auf die Trdgermembran.

S7
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Lumineszenz
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Abbildung 25: Immundetektion der gesuchten
Proteine. Der spezifische Primér-Antikorper bindet an
das gesuchte Protein. An dessen F.-Regionen bindet
der Sekundar-Antikdrper, der an eine Peroxidase
gekoppelt ist. Diese oxidiert Luminol und bewirkt so
eine Lumineszenz.

" Trigermembran

Immundetektion

Nach dem Antigen-Antikdrper-Bindungs-Prinzip binden spezifische Primar-Antikdrper an Epitope

der gesuchten Proteine. An die F.-Regionen der Priméar-Antikdrper binden anschlieBend sekundére

Markierungs-Antikorper. Dartiber erfolgt dann die eigentliche Detektion. An den Sekundar-

Antikorpern ist eine Peroxidase gekoppelt, die eine Chemilumineszenzreaktion katalysiert

(Abbildung 25). In diesem Fall wird Luminol oxidiert. AnschlieRend wird die Lumineszenz mit

einem Rontgenfilm detektiert

Protokoll

10% Ammoniumpersulfat (APS)

10% SDS

30% Acrylamide (Rotiphorese Gel 30)
B-Mercaptoethanol

Bio-Rad Protein Assay

5% Bovine Serum Albumin Fraction (BSA)
Bromphenolblau

Desoxycholicacid

BioRad, Minchen, Deutschland

BioRad, Minchen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

BioRad, Minchen, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
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ECL-PLUS Western Blotting Detection Reagents Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland

EDTA Merck, Darmstadt, Deutschland
Eisessig Merck, Darmstadt, Deutschland

Glycin Roth, Karlsruhe, Darmstadt

Glycerol Roth, Karlsruhe, Darmstadt

HCL Merck, Darmstadt, Deutschland
Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland

NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland
Ponceau S Roth, Karlsruhe, Deutschland
Proteasen-Inhibitor-Cocktail Complete Roche, Mannheim, Deutschland
Standard peqGOLD Protein-Marker 11 Peqlab, Erlangen, Deutschland

TEMED BioRad, Miinchen, Deutschland

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100 Fluka/Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Tween-20 Fluka/Sigma, Deisenhofen, Deutschland

verwendete Detektions-Antikdrper:

rabbit polyclonal anti-IRF4-Antibody Cell Signaling, Beverly, USA
anti-rabbit 1Gg-Antibody (Peroxidase-konjugiert) Cell Signaling, Beverly, USA
Lysepuffer: 50mM Tris HCL pH7,5; 150mM NaCl; 100uM Natriumorthovanadat;

0,5% Natriumdesoxycholat; 4% NP-40; 2% Triton-X-100; 5mM EDTA,
300mM Sucrose; 1ul 25x-COMPLETE-LGsung pro 25ul Lysis-Puffer

25x-COMPLETE-L6sung (Protease-Inhibitor): 1 Tablette COMPLETE in 2ml H,0O

Sammelgel (10ml): 1,3ml 30% Acrylamidmix; 6,1ml destilliertes Wasser; 2,5ml
Sammelgel-Puffer pH6,8; 50ul APS; 10ul TEMED
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Puffer fur Sammelgel:

12% Trenngel (10ml):

Puffer fur Trenngel:

6,05mg 0,5mM Tris-HCL in 50ml destilliertem Wasser losen; mit
HCL auf pH6,8 titrieren; mit destilliertem Wasser auf 100ml
auffullen; 400mg SDS

4ml  30% Acrylamidmix; 3,5ml destilliertes Wasser; 2,5ml
Trennpuffer pH8,8; 3ul 10% APS; 6,66ul TEMED

18,2mg 1,5mM Tris-HCL in 50ml destilliertes Wasser l6sen; mit HCL
auf pH8,8 titrieren; mit destilliertes Wasser auf 100ml auffullen;
400mg SDS;

2x-Laemmli-Puffer fir Proteinproben:  30mM Tris-HCL pH6,8; 5% Glycerol; 1% SDS;

10x-Elektrophorese-Puffer:

0,0025% Bromphenolblau;
30ul/ml Puffer B-Mercaptoethanol

144g Glycin (1,92M); 10g SDS (1%); 30g Tris (0,25M)
in 1 Liter Wasser; pH8,3

Transferpuffer: 17,469 Tris; 8,79g Glycin; 11,25ml SDS 10%; 600ml Methanol,

in 3 Liter Wasser

TBS: 24,229 200mM Tris; 80g 1,37M NacCl; 1 Liter Wasser; pH7,6
TBS-T: TBS + 0,05% Tween-20

Blockierlosung: 5% BSA, 1x-TBS, 0,1% Tween-20

Proteinextraktion

Nierengewebe wurde entnommen, durch einen Filter zerdrickt und in 500ul Lyse-Puffer (s. oben)
3x 10 Sekunden (Stufe 4) mit dem Ultra TURRAX T25 (lka-Werke, Staufen, Deutschland)
homogenisiert. Um die Zellmembranen aufzubrechen und die Proteine frei zu setzten, wurden die
Proben mit Hilfe des Sonicaters (Branson, Danbury, CT, USA) mit Ultraschall 3x 10 Sekunden

behandelt (Stufe 6), wobei je eine Minute dazwischen pausiert und die Proben auf Eis gehalten

wurden. Anschlielfend wurden die Proben 30 Minuten bei 4°C rotierend inkubiert und weitere 20
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Minuten bei 14000 Umdrehungen/Minute bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand, indem sich nun die
extrahierten Proteine befanden, wurde in ein neues Gefal3 pipettiert.

Messen der Proteinkonzentration

Um die Proteinkonzentration zu messen, wurden zuerst 1ml des Bio-Rad Protein-Assay-Reagenz A
und 20ul des Bio-Rad Protein-Assay-Reagenz S (Reagenz S / Reagenz A 1:50) gemischt. Von
dieser Mischung wurden je 25ul in die Vertiefungen einer 96-well-ELISA-Platte pippetiert. Dann
wurden 5ul Proteinprobe und 200ul des Bio-Rad Protein-Assay B pro Well aufgetragen und das
Ganze 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zusatzlich wurde eine Standardreihe mit
bekannten Proteinkonzentrationen (BSA) 0 — 0,25 - 0,5 — 2 — 3 — 5 mg/ml (3x) aufgetragen. Die
Proteinkonzentration wurde im ELISA-Gerdt (Tecan, Crailsheim, Deutschland) bei 620nm

gemessen. Anhand der Standardkurve konnten die Konzentrationen der Proben abgelesen werden.

Proteine fur den Western Blot aufbereiten

Die extrahierten Proteine wurden in 2x-Laemmli-Puffer (s. oben) mit B-Mercaptoethanol fir 5
Minuten bei 95°C inkubiert.

Gel herstellen

Zunéchst wurde die Gelkammer zusammengebaut. Dann wurde erst das Sammelgel gemischt (s.
oben), wobei TEMED erst kurz vor dem GieRRen dazu gegeben wurde. Es dient der Polymerisation
von Polyacrylamidgelen. Nach dem Gielien wurde etwas Isopropanol dazu gegeben, um einen
geraden Abschluss des Gels zu erhalten. Nach etwa 20 Minuten war das Gel fest und das
Isopropanol konnte abgegossen und nachgespilt werden. Nun wurde das Trenngel hergestellt (s.
oben), wobei TEMED wieder am Ende zugefligt wurde. Es wurde auf das erstarrte Sammelgel
gegossen, die Kdmme fur die Vertiefungen wurden eingesteckt und man lies es ebenfalls fest

werden.

SDS-PAGE

Nun wurde das Gel, nachdem die K&mme entfernt wurden, in die Elektrophoresekammer
eingesetzt. Die Kammer wurde mit 1x-Elektrophoresepuffer (aus 10x-Puffer gemischt; s. oben)
aufgefullt. In die erste Vertiefung wurden 3ul peqGOLD Proteinmarker (Erlangen, Deutschland), in
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die restlichen Vertiefungen wurden die 10ul Proteinproben (2 pg/ul) gegeben. Es wurde eine
Spannung von 60V angelegt, bis die Proteine die Trennlinie erreichten (ca. 60 Minuten). Danach
erfolgte die Auftrennung bei 150V (ca. 3 Stunden). Anschlieend wurde das Gel auf eine Glasplatte
in Transferpuffer (s. oben) gelegt.

Blotting

Die PVDV Immobilon-P Transfermembran (Millipore, Eschborn, Deutschland) wurde mit
Methanol aktiviert und dann in Transferpuffer gelegt. Zwei Stapel mit je funf Lagen Whatman-
Papier wurden ebenfalls in Transferpuffer getrankt. Das Gel wurde nun auf die Transfermembran
gelegt und je ein Stapel Whatman-Papier wurde unter- bzw. oberhalb platziert. Nun konnte der
Elektrotransfer gestartet werden (1 Stunde bei 25V). Danach wurde die Membran fiir 2 Stunden in
Blockierlosung (s. oben) gehalten und anschlieBend 3x mit TBS und 1x mit TBS-T gewaschen.

Immundetektion

Dazu wurde die Membran zuerst mit dem Primér-AntikOrper gegen das IRF4-Protein (1: 1000 in
TBS; Cell Signaling, Beverly, USA) iber Nacht und anschlieend mit dem Peroxidase-gekoppelten
Sekundar-Antikorper (1:10000 in Blockierlosung; Cell Signaling) 1 Stunde auf dem Taumler
inkubiert. Im Anschluss an jede Inkubation erfolgten drei Waschschritte mit TBS und einer mit
TBS-T.

Entwicklung

Fur die rontgenologische Darstellung der Proteine wurden zundchst die ECL-Detektions-
Reagenzien A und B in einem Verhaltnis von 40:1 (A:B) gemischt. Fir die Entwicklung wurden
0,iml/cm? benétigt. Nun wurde die Membran mit der Proteinseite nach oben gerichtet auf
Frischhaltefolie platziert, mit der Detektionslosung betropft und 5 Minuten bei Raumtemperatur in
der Dunkelkammer inkubiert. Dann wurde tberschiissige Detektionslosung gut abgetropft und mit
Whatman-Papier getrocknet. Nun wurde die Membran erneut in frische Frischhaltefolie eingepackt,
wobei vorsichtig alle Luftblasen rausgedriickt wurden. Sie wurde in eine Rontgenkassette gelegt
und ein Filmstreifen darauf gelegt. Es wurde eine Entwicklungsreihe mit ansteigenden Zeiten wie
folgt angefertigt: 30 sec. — 1 — 2 — 5 — 10 Minuten. Danach wurde entschieden, ob noch langere

Inkubationen auf dem Filmstreifen ndtig waren.
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2.11  Isolation von Zellpopulationen aus Nieren und Milz

2.11.1. Isolation von Monozyten aus der Milz

RPMI-Medium: RPMI, 10% FCS, 1% PS

Es wurde mit sterilen Materialien und unter sterilen Bedingungen gearbeitet. Die Milz wurde
entnommen und sofort in eine sterile Petrischale mit 2 bis 3ml kalten RPMI-Medium (RPMI + 10%
FCS + 1% PS) gelegt. Dann wurde sie zerdriuckt und mit weiterem Medium durch einen
Praseparationsfilter in einen Falkon gepresst. Die Suspension wurde 6 Minuten bei 1600
Umdrehungen/Minute bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend verworfen. Der
Niederschlag wurde mit 4ml NH4CI (0,3M) resuspendiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, um Erythrozyten zu lysieren und somit zu entfernen. Dann wurde die Suspension erneut
wie oben beschrieben zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zum Auswaschen des NH,CI
wurde der Niederschlag nun mit kaltem PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. AnschlieRend
wurde mit 3ml RPMI-Medium resuspendiert und die Zellen mit Hilfe der Z&hlkammer (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) unter dem Mikroskop gezahlt. Es wurden 5*10° Zellen auf eine 6-well-
Platte platziert und mit 3ml Medium aufgefillt. Die Zellen wurden nun im Zellinkubator (Heraeus,
Osterode, Deutschland) bei 37°C und 5% CO; drei Tage gezlichtet. Jeweils nach 24 Stunden wurde
das Medium gewechselt, indem das alte vorsichtig abgesaugt und neues aufgefullt wurde. Beim
Absaugen des Mediums wurden alle frei schwimmenden Zellen entfernt und nur die auf der Platte
adhérierenden Zellen blieben zurtick. Diese waren die zu isolierenden Monozyten/Makrophagen.
Nach der Isolation und der Anziichtung konnten die Stimulationsversuche mit Sauerstoffradikalen
gestartet werden.

2.11.2. Isolation von Tubulusepithelzellen

HBSS-Medium Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
DMEM-Medium GIBCO-Invitrogen, Karlsruhe, D.

I-T-SS Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
PGE-1 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Hydrokortison Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
T3 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
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Kollagen Typ IV Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Kollagenase Worthington Biochemical,Lakewood,USA
HBSS/HEPES-Medium: HBSS, 10mM HEPES, 1% PS

K1-Medium (incl. Hormone):  450ml DMEM, 12,5ml 1M HEPES (pH7,55), 50ml FCS
(210%),5ml Hormonmischung, 1ml EGF (20-25ng/ml)

Hormonmischung: 100ml HBSS/HEPES, 0,12 U/ml I-T-SS, 1,25ng/ml PGE-1,
3,4pg/ml T3, 18ng/ml Hydrokortison , steril gefiltert
Kollagenase-Mischung: 15mg Kollagenase (151U/mg), 10ml HBSS, 93,75ul HEPES

Zunachst wurden die Zellkulturschalen mit 6 pg/cm® Kollagen (in PBS geldst) fur 2-6 Stunden
inkubiert und anschlielRend die Flissigkeit wieder abgesaugt. In der Zwischenzeit wurden zwei
Nieren entnommen und vorsichtig von der Kapsel befreit. Dann wurden sie langs geschnitten und
die Medulla entfernt. Anschlielend wurden sie in kleine Sticke geschnitten und 1 Stunde in
Kollagenaselosung bei 37°C (unter Sauerstoffsattigung aber luftdicht verschlossen) inkubiert. Nach
der Kollagenasebehandlung wurden die Nierenstiicke in HBSS/HEPES-Medium zerdriickt und das
Medium auf 5ml aufgefillt. Die Suspension wurde durch einen 30-pm-Filter in einen Falkon
gepresst und anschlieBend 5 Minuten bei 4°C bei 1100 Umdrehungen/Minute zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Der Niederschlag wurde mit K1-Medium erst gut resuspendiert, dann auf 10
ml aufgefillt und schlie3lich auf mehrere (nicht-Kollagen-beschichtete) Schalen verteilt (10 bis 12
ml Suspension pro Schale). Die Schalen wurden flur 1 bis 2 Stunden bei 37°C und 5% CO;
inkubiert. Dies hatte zufolge, dass Makrophagen und Fibroblasten am Boden adhérieren und somit
leicht von den restlichen Zellen getrennt werden konnten. Im Anschluss an die Inkubation konnte
die Suspension mit den nicht-adh&renten Zellen vorsichtig abpipettiert und in einen neuen Falkon
gegeben werden. Die adhédrenten Zellen wurden verworfen. Die Suspension wurde nun 5 Minuten
bei 1100 Umdrehungen/Minute zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der Niederschlag wurde
mit K1-Medium resuspendiert und auf Kollagen beschichtete 12- bis 24-well-Platten verteilt
(Iml/well). Die Zellen wurden nun im Inkubator bei 37°C und 5% CO, gezuichtet, bis die Platten 70
bis 80% mit konfluierenden Zellen bedeckt waren (ca. 10 Tage). Dabei wurde alle drei Tage das
Medium gewechselt. Nach der Zuchtung konnten die Stimulationsversuche mit Sauerstoffradikalen
gestartet werden.
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2.11.3. Isolation von Zellpopulationen durch MicroBeads im Magnetfeld

verwendete Micro-Beads-Antikorper:

CDA45 MicroBeads-monoklonaler anti-Maus-Antikérper — Miltenyi Biotec, Berg.-Gladbach, Deutschland
CD11c MicroBeads-monoklonaler anti-Maus-Antikérper ~ Miltenyi Biotec, Berg.-Gladbach, Deutschland

10x-PBS: 80,0g NaCl; 11,6g Na,HPOy; 2,0g KH,POy4; 2,09 KCl in 1 | Wasser, pH 7
Puffer: 1x-PBS, 5% BSA, 2mM EDTA, pH 7,2

Die Puffer und L6ésungen wurden fir die Prozedur vorgekihlt, die Gewebe/Zellen wurden ziigig
verarbeitet und auf Eis gehalten. Es wurde immer nur eine Maus nach der anderen geschlachtet, die
Nieren entnommen und zugig verarbeitet. Dazu wurden IR- und Kontrollniere einzeln im Zellsieb
zerkleinert und mit Puffer gespllt. AnschlieBend wurde die Zellzahl ermittelt: Mengenangaben von
Reagenzien und Pufferldsungen bezogen sich immer auf 10® Zellen. Nun wurde die Suspension erst
10 Minuten bei 2000 Umdrehung/Minute zentrifugiert, der Uberstand verworfen und der
Niederschlag mit 400ul Puffer resuspendiert. Dann wurden 100ul CD11c-Microbeads dazu
gegeben und 20 Minuten bei 4°C langsam rotierend inkubiert. Dann wurde erneut 10 Minuten bei
2000 Umdrehung/Minute zentrifugiert, der Uberstand verworfen und mit 500ul Puffer
resuspendiert. Dies diente dem Entfernen aller nicht anhaftenden Antikorper. Nun erfolgte die
eigentliche Zellseparation tber einer LS-Saule (Milteny Biotec, Deutschland) im Magnetfeld. Dazu
wurde zunéchst die LS-S&ule mit 3ml Puffer vorgespult. Dann wurde die Zellsuspension auf die
Séule aufgetragen und mit 3x 3ml Puffer gespult. Der Durchfluss wurde aufgefangen; dies waren
die CD11c-negativen Zellen. Die CD11c-positiven Zellen befanden sich in der S&ule, die vom
Magnet entfernt und mit 5 ml Puffer in ein neues Falkon gepresst wurde. Diese Zellen wurden nun
zentrifugiert, der Uberstand verworfen, mit 500ul Lysis-Puffer (+ 1% B-Mercaptoethanol) 1 Minute
gevortext und somit fir die weitere RNA-Isolation vorbereitet. Die lysierten Zellen wurden bis zur
weiteren Verarbeitung bei -20°C eingefroren. Die CD11c-negativen Zellen wurden, entgegen des
eigentlichen Protokolls, weiter verarbeitet. Nach dem Zentrifugieren (Uberstand verworfen) wurden
sie mit 900l Puffer resuspendiert und mit 100ul CD45-Antikdrper (Miltenyi Biotec, Deutschland)
fir 20 Minuten bei 4°C rotierend inkubiert. Alle weiteren Schritte entsprachen dem Vorgehen bei
der CD11c-Isolierung. Im Durchfluss dieses Durchgangs waren CD45-negativen (und CD11c-
negativen) Zellen und in der S&ule waren CD45-positiven (und CD11c-negativen) Zellen. Auch
diese Zellpopulationen wurden mit Lyse-Puffer fur die weitere RNA-Aufbereitung lysiert und

eingefroren.
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2.12  Stimulation von Zellen mit Sauerstoffradikalen

Hypoxanthin-Pulver Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Xanthinoxidase Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Hypoxanthin-Ldsung: Stock: 62,5mM in 0,1M NaOH
Xanthinoxidase: Stock: 25U/ml (inWasser verdiinnt)

Hypoxanthin (CsH4N4O) ist ein Purinderivat, das unter der Einwirkung der Xanthinoxidase zu
Xanthin und diese weiter zur Harnsdure oxidiert werden. Dabei entstehen Sauerstoffradikale (32).

Hypoxanthin + O, + H,O > (Xanthinoxidase)>  Xanthin + O,” + 2 H”

Es ist bekannt, dass Sauerstoffradikale vermehrt im Rahmen der IR entstehen (9). Um den Einfluss
der Sauerstoffradikale auf die IRF4-Expression zu untersuchen, wurden Monozyten (aus der Milz
isoliert) und Tubulusepithelzellen mit einer Mischung aus Hypoxanthin und Xanthinoxidase
behandelt. In Pilot-Experimenten wurden ansteigende Hypoxanthinkonzentrationen (0,25 — 0,83 —
2,5 -5-7,5mM), ansteigende Xanthinoxidase-Einheiten (0,0005 - 0,0017 - 0,005 - 0,01 — 0,015
U/ml) und ansteigende Inkubationszeiten (1 — 2 — 4 — 6 — 12 — 24 Stunden) getestet. Fir die
eigentlichen Versuche wurden schliellich folgende Konzentrationen verwendet: 2,5mM
Hypoxanthin und 0,005 U/ml Xanthinoxidase. Beide LOsungen wurden zun&chst getrennt
hergestellt (s. oben). Fir die Stimulation wurden pro well 2,5mM Hypoxanthin mit 0,005 U/ml
Xanthinoxidase gemischt und auf die Zellen gegeben. Einige wells wurde nur mit 0,1M NaOH
behandelt, um dessen Wirkung auf die Zellen zu uberprifen. Anschlieend wurden die Zellen bei
37°C und 5% CO, im Zellinkubator (Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland) inkubiert. Es
wurden folgende Inkubationszeiten getestet: 0 — 1,5 — 4 — 8 — 24 Stunden. Nach der Inkubation
wurde aus den Zellen mRNA isoliert, diese in cDNA umgeschrieben und IRF4- und HSP70-
Konzentrationen mittels quantitativer RT-PCR ermittelt.
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2.13. Statistische Auswertung

Die experimentellen Gruppen bestanden meist auch 5 bis 6 Mausen. Die Ergebnisse werden als
Mittelwerte mit Standardabweichung (= SEM) dargestellt. Die Gruppen wurden mittels Student’s t-

test verglichen. p-Werte von < 0,05 bzw. <0,01 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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Kapitel 3:

Ergebnisse
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3. Ergebnisse

3.1 IRF4-mRNA-Basisexpression verschiedener Organe der C57BL/6-Maus

Von 6-Wochen alten, unbehandelten C57BL/6-Wildtyp-Méausen (n=5) wurden folgende Organe
entnommen: Milz, Thymus, Lymphknoten, Knochenmark Gehirn, Lunge, Leber, Niere, Herz,
Diunndarm, Dickdarm, Muskulatur und Haut. Aus den Organen wurde RNA isoliert, die dann in
cDNA umgeschrieben wurde. Mittels quantitativer RT-PCR wurde anschliefend die IRF4-mRNA-
Expression gemessen, wobei die 18s-rRNA als Referenzgen getestet wurde. Dabei zeigte sich, dass
die IRF4-Basisexpression in der Niere sehr niedrig ist, im Gegensatz zur Milz, Thymus und

Knochenmark, die eine hohe Anzahl von Immunzellen aufweisen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: IRF4-mRNA-Basisexpression in verschiedener Organe der C57BL/6-Wildtyp-Maus. Von 6
Wochen alten C57BL/6-Wildtyp-Mdusen (n=5) wurden verschiedene Organe entnommen und die IRF4-Expression
mittels gPCR gemessen. Ohne Stimulation wird IRF4 in der Niere nur gering exprimiert, wéhrend Milz, Thymus und
Knochenmark eine relativ hohe IRF4-Basisexpression zeigen.
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3.2 Zytokin-Basisexpression in IRF4+/+ und IRF4-/- M&usen

Aus unbehandelten Wildtyp- und IRF4-defizienten Madusen wurden Nieren und Milz enthommen
und mittels qPCR verschiedene Zytokine bestimmt, um ein Basisprofil zu erhalten. Es werden die
Mittelwerte aus jeweils 5 M&usen dargestellt (£ SEM). Die Zytokine sind alle auf einem niedrigen
Level und weisen keine signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp- und IRF4-defizienten Mé&usen
auf.
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Abbildung 27-1 und 27-2: Basisexpression verschiedener Zytokine in Niere und Milz. Aus unbehandelten Mé&usen
wurde in Nieren und Milz Zytokine mittels qPCR bestimmt. Es werden Wildtyp- und IRF4-defiziente Mé&use
miteinander verglichen. Es sind keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und IRF4-defizienten Mé&usen
vorhanden und die Zytokine sind auf einem niedrigen Level.

71



IRF4 IN RENALER ISCHAMIE-REPERFUSION

3.3 IRF4-Induktion durch Sauerstoffradikale

Zunéchst wurden Monozyten aus der Milz und Tubulusepithelzellen von unbehandelten C57BL/6-
Wildtyp-Mé&usen (n=5) isoliert und angezichtet. Anschlieend wurden sie mit einer Mischung aus
2,5mM Hypoxanthin und 0,005 U/ml Xanthinoxidase stimuliert, wie unter dem Kapitel ,,Material
und Methoden* beschrieben. Durch die Reaktion beider Substanzen werden Sauerstoffradikale
gebildet. Nach verschiedenen Inkubationszeiten (0 — 1,5 — 4 — 8 — 24 Stunden) wurde aus den
Zellen RNA isoliert, die dann in cDNA umgeschrieben wurde. Mittels quantitativer RT-PCR wurde
die mMRNA-Expression des IRF4- und des HSP70-Gens gemessen (Abbildungen 28-1 bis 28-4).
18s-rRNA wurde wieder als Referenzgen getestet. Die Ergebnisse wurden aus den Mittelwerten (x
SEM) von je drei unabhangigen Experimenten ermittelt. Von HSP70 wurde erwartet, dass es in
beiden Zelltypen exprimiert wird, wie es letztlich auch der Fall war. Damit konnte die
Verwertbarkeit der PCR-Daten kontrolliert werden. Im Gegensatz dazu wird IRF4 nur in
Monozyten exprimiert, wobei die Expression erst nach 24 Stunden signifikant ansteigt. Damit
konnte gezeigt werden, dass IRF4 durch oxidativen Stress in Monozyten induziert werden kann,
nicht jedoch in Tubulusepithelzellen. Durch die zeitlich verzdgerte IRF4-Expression wird die in
Gang gesetzte Entziindung wieder begrenzt bzw. beendet.
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Abbildung 28-1 bis 28-4: IRF4-Expression nach Stimulation mit Sauerstoffradikalen. Nach der Stimulation von
Monozyten und Tubulusepithelzellen mit Sauerstoffradikalen wurde die IRF4- und HSP70-Expression mittels qPCR
getestet. Wahrend HSP70 in beiden Zelltypen exprimiert wird, konnte IRF4 nur in Monozyten nachgewiesen werden.
Somit konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress ein weiterer Trigger fur die IRF4-Induktion in Monozyten ist. In
einer ansteigenden Reihe von Inkubationszeiten wird allerdings deutlich, dass die IRF4-Expression erst nach 24
Stunden signifikant ansteigt. *p<0,05 vs. Zeitpunkt-O
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3.4 IRF4- und IRF5-Expression nach IschAmie-Reperfusion in der Niere

3.4.1 IRF4-und IRF5-mRNA-Level in der Niere nach renaler IR

Nachdem in Experimenten mit Zellen gezeigt wurde, dass oxidativer Stress die IRF4-Expression
induziert, wurde diese Induzierbarkeit auch auf tierexperimenteller Ebene geprift. Dazu wurden an
C57BL/6-Wildtyp-Mé&usen unilateral NierengefaBe fur 45 Minuten abgeklemmt und nach
Reperfusionszeiten von 1, 5 oder 10 Tagen sowohl die IR-Nieren als auch die sham-operierten
Nieren entnommen. Mittels gPCR wurde die IRF4- und IRF5-Expression gemessen (im Verhéltnis
zur 18s-rRNA). Jede Versuchsgruppe bestand aus 5 M&usen, deren Werte gemittelt wurden (£
SEM). Die IRF4-Expression steigt nach IR im Zeitverlauf kontinuierlich an und zeigt signifikante
Werte (im Verhéltnis zur Kontrollniere) am Tag-5 und Tag-10. Auch hier wird deutlich, dass IRF4
erst spat im Verlauf induziert wird. Die Operation an sich hat keinen Einfluss auf die IRF4-

Induktion, da die Kontrollnieren keine erhohte IRF4-Expression zeigen (Abbildung 29-1).
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Abbildung 29-1 und 29-2: IRF4- und IRF5-mRNA-Level nach Ischdmie-Reperfusion in der Niere. Nach
unilateraler Abklemmung der Nierengefalle (Wildtyp-Mé&use) und anschlieBender Reperfusion wurden beide Nieren
entnommen und die IRF4- und IRF5-Expression mittels qPCR getestet. Die Basisexpression beider Gene aus
unbehandelten Mé&usen wird in grauen Balken dargestellt. Wahrend die IRF4-Expression im Zeitverlauf kontinuierlich
ansteigt und ab Tag-5 signifikant wird, zeigt sich bei der IRF5-Expression keine signifikante Verdnderung. Verglichen
mit IRF4 hat IRF5 allerdings eine sehr viel hthere Basisexpression. *p<0,05 vs. Kontrollniere
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Im Gegensatz zu IRF4 verandert sich die IRF5-Expression zu keinem Zeitpunkt signifikant, weist
aber eine deutlich hohere Basisexpression als IRF4 auf (Abbildung 29-2). Somit konnte gezeigt
werden, dass IR in der Niere die IRF4-Expression induziert, wobei ein deutlicher Anstieg erst spat
im Verlauf sichtbar wird. Wie in der Einleitung beschrieben, wirkt IRF4 als kompetitiver

Hemmstoff von IRF5 und reduziert dessen proinflammatorische Wirkung.

3.4.2 Untersuchung der IRF4-Proteine in der Niere nach renaler IR

Ein Teil der Nieren aus denselben Reperfusionsgruppen wurde verwendet, um die IRF4-Expression
nach IR auf Proteinebene zu untersuchen. Nach der unilateralen Nierengefaliabklemmung an den
Wildtyp-Mé&usen (n=5), wurden die Proteine aus den Nieren isoliert und das IRF4-Protein im
Western-Blot-Verfahren nachgewiesen. B-Actin diente als Kontrolle und wurde in allen Proben
ausgepragt detektiert. Es zeigt die Verwertbarkeit der Experimente an. In unbehandelten Wildtyp-
und IRF4-knockout-M4&usen, die als Positiv- bzw. Negativkontrolle getestet wurden, ist kein IRF4-
Protein zu sehen. An allen drei Reperfusionszeitpunkten (1, 5 und 10 Tagen postoperativ) wird das

IRF4-Protein nachgewiesen, in den sham-operierten Kontrollnieren nicht (Abbildung 30).
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Abbildung 30: IRF4-Expression auf Proteinebene. Nach unilateraler Abklemmung der Nierengefdlle an Wildtyp-
Mausen (n=5) wird das IRF4-Protein im Western-Blot-Verfahren in allen drei Reperfusionsgruppen (1, 5 und 10 Tagen
postoperativ) nachgewiesen. In unbehandelten Wildtyp- und IRF4-defizienten Mausen ist es nicht zu sehen.
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3.4 IRF4 wird in CD45/CD11c-doppelpositiven Zellen exprimiert

Nach unilateraler Abklemmung der Nierengefalen an C57BL/6-Wildtyp-Méausen wurden 24
Stunden postoperativ. sowohl die IR- als auch die Kontrollnieren entnommen und
(CD45+/CD11c+)- und (CD45-/CD11c-)-Zellen mit der Micro-Beads-Technik im Magnetfeld
isoliert. Anschlieend wurde die IRF4-Expression mittels gqPCR ermittelt (18s-rRNA diente als
Referenzgen). (CD45+/CD11c+)-Zellen représentieren hauptsachlich renale DCs und (CDA45-
/CD11c-)-Zellen sind renale Parenchymzellen. Die Werte von 5 Versuchstieren wurden gemittelt
(xSEM). Hier konnte gezeigt werden, dass IRF4 nach IR in der Niere nur in (CD45+/CD11c+)-DCs

exprimiert wird, nicht jedoch in renalen Parenchymzellen (Abbildung 31).
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3.5  Antioxidantien heben IR-induzierte IRF4-Expression auf

In einem weiteren Experiment wurden C57BL/6-Mause (n=5) vor der unilateralen Operation mit
Antioxidantien behandelt. Nach 1 Tag Reperfusion wurden aus den IR- und den Kontrollnieren
wieder verschiedene Zellpopulationen isoliert und auf IRF4-Expression untersucht. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte aus 5 Versuchstieren (xSEM). Die Vorbehandlung mit Antioxidantien hebt
die IR-induzierte IRF4-Expression in (CD45+/CD11c+)-Zellen komplett auf (Abbildung 32).
Dadurch wird deutlich, dass oxidativer Stress und im Besonderen Sauerstoffradikale maf3geblich an
der IRF4-Induktion beteiligt sind.
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Abbildung 32: Antioxidanz hebt die IRF4-Induktion durch Ischdmie-Reperfusion auf. Wildtyp-Méause (n=5)
wurden vor IR der Nieren mit Antioxidantien behandelt. Die anschlielende Zellisolation zeigt, dass damit die IR-
induzierte IRF4-Expression in (CD45+/CD11c+)-Zellen komplett aufgehoben ist.*p<0,05 vs. ohne Antioxidanz

3.6 IRF4-/- verstarkt das Ausmal3 des akuten Nierenversagens

Um die Rolle von IRF4 auf das ANV zu untersuchen, wurden Gruppen von Wildtyp- und IRF4-
defizienten Mdusen (n=5-6) einer bilateralen Abklemmung der NierengefaRe unterzogen und in
Grafiken miteinander verglichen. Um ein ANV auszultsen, ist es notig die NierengefaRe bilateral
abzuklemmen, da eine Niere den Verlust der zweiten Niere vollkommen kompensieren kann. Nach
24 Stunden Reperfusion wurde den Tieren Blut abgenommen und die Kreatinin- und
Harnstoffwerte im Serum gemessen. Beide Parameter sind gute Indikatoren fir das ANV. In
Wildtyp-Méusen stieg das Kreatinin im Serum auf 1,6 mg/dl und der Harnstoff auf 339,8 mg/dl. In
IRF4-defizienten Mausen allerdings stiegen der Kreatininwert auf 2,9 mg/dl und der Harnstoffwert
auf 474,4 mg/dl an. In beiden Fallen sind die Werte der IRF4-defizienten Tiere signifikant hoher als
die Werte der Wildtyp-Tiere (Abbildung 33). Im Umkehrschluss bedeutet das, dass IRF4 das
Ausmal’ des ANV reduziert.
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Abbildung 33: Kreatinin- und Harnstoffwerte im Serum. Nach bilateraler Abklemmung der Nierengefalie (+ 24
Stunden Reperfusion) zeigen IRF4-knockout Mduse signifikant héhere Kreatinin- und Harnstoffwerte im Serum als
Wildtyp-Mé&use. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus jeweils 5 bis 6 Mdusen (xSEM). *p<0,01 vs. Wildtyp,
**p<0,05 vs. Wildtyp

3.7 IRF4-/- verstarkt den Tubulusschaden nach Ischamie-Reperfusion

Um die Tubulusschaden zu ermitteln wurden Gruppen von Wildtyp- und IRF4-defiziente Mause
einer unilateralen Abklemmung der NierengefaRe unterzogen. Dabei wurden jeweils drei Gruppen
gebildet: 1 Tag, 5 und 10 Tage Reperfusion. Nach der Reperfusionszeit wurden beide Nieren
entnommen. Anhand von PAS-Farbungen wurde unter dem Mikroskop (100-fache VergroRerung)
der prozentuale Anteil der Tubulusschaden exploriert, wobei folgendes evaluiert wurden: Ausmal}
der Nekrosen, der Verlust des Burstensaums, Zylinderformationen und Erweiterung der
Tubuluslumen im  kortikomedullaren  Ubergang. Dieser Bereich hat den groBten
Sauerstoffverbrauch und reagiert entsprechend empfindlich auf ischdmische Zustéande. Jede
Versuchsgruppe bestand aus 5 Madusen, deren Werte gemittelt wurden (£SEM). In allen drei
Reperfusionsgruppen wurden signifikant mehr Tubulusschaden in den IRF4-defizienten M&usen im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen detektiert (Abbildung 34-1 und 34-2). In den Kontrollnieren wurden
zu keinem Zeitpunkt signifikante Werte ermittelt. Das bedeutet, dass die Operation an sich keinen
schadigenden Einfluss auf das Tubulussystem hat. Fazit dieses Experiments ist, dass IRF4-

Defizienz IR-bedingte Tubulusschéden verstarkt.

77



IRF4 IN RENALER ISCHAMIE-REPERFUSION
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Abbildung 34-1 und 34-2: Schaden im Tubulussystem nach Ischamie-Reperfusion. Nach IR an Wildtyp- und IRF4-
KO-Méusen (n=5-6) wurde anhand von PAS-Farbungen das Ausmal} der Tublusschaden in der Niere semiquantitativ
mit Hilfe eines Scores evaluiert (+SEM). Es werden die Ergebnisse der IR- und der sham-operierten Kontrollnieren in 3
Reperfusionsintervallen dargestellt. In allen Zeitpunkten sind signifikant mehr Tubulusschéden in IRF4-KO-M&usen im
Vergleich zu Wildtyp-Méuse detektierbar. IR [Ischdamie-Reperfusions-Niere], Co [Kontrollniere]. *p<0,05 vs. Wildtyp
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3.8 IRF4-/- verstarkt die Entziindungsreaktion nach Ischamie-Reperfusion

3.8.1 IRF4-/- geht mit erhdhter Zytokin/Chemokin-Expression einher

Gruppen von Wildtyp- und IRF4-knockout-Mausen (n=5) wurden einer unilateralen Abklemmung
der NierengeféalRe unterzogen und nach einer definierten Reperfusionszeit (1 - 5-10 Tage) wurde die
RNA aus der gesamten Niere isoliert (IR- und Kontrollniere getrennt). Dann wurde mittels g°PCR
die Zytokine TNF-a und IL-6 und die Chemokine CXCL2/MIP2 und CCL2/MCP1 gemessen. Als
Referenzgen wurde die 18s-rRNA getestet. Die Werte von 5 bis 6 Mdausen pro Gruppe wurden
gemittelt (xSEM). IRF4-knockout-Tiere zeigen signifikant hohere Zytokin- und Chemokinwerte im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen nach 1 Tag Reperfusion, das Zytokin IL-6 zusatzlich nach 5 Tagen
Reperfusion (Abbildung 35). Das bedeutet, dass IRF4-Defizienz mit einer erhdhten
Entzundungsreaktion nach IR einhergeht, die letztlich zu verstéarkter Tubulusschadigung flhrt.
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Abbildung 35-1 bis 35-4: Zytokin- und Chemokinexpression in der Niere nach Ischdmie-Reperfusion. Nach
unilateraler IR wurde aus der ganzen Niere RNA isoliert und mittels gPCR die Zytokin- und Chemokinexpression
ermittelt. Es werden Wildtyp- und IRF4-knockout-Mé&use sowie IR- und Kontrollnieren (Co) in verschiedenen
Reperfusionszeitpunkten miteinander verglichen. IRF4-defiziente Mause weisen signifikant erhohte Zytokin- und
Chemokinwerte auf nach 24 Stunden Reperfusion, IL-6 sogar zusétzlich nach 5 Tagen Reperfusion. IR (Ischdmie-
Reperfusions-Niere), Co (Kontrollniere). *p<0,05 vs. Wildtyp
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Um differenzieren zu konnen, welche Zellen in der Niere nach IR vermehrt Zytokine und
Chemokine exprimieren, wurde das letzte Experiment moduliert. Nach unilateraler Ischdmie und 1
Tag Reperfusion an Wildtyp- und IRF4-knockout-Mé&usen wurde aus den Nieren folgende
Zellpopulationen mit Micro-Beads isoliert: (CD45+/CD11c+)-Zellen [renale dendritische Zellen],
(CD45+/CD11c-)-Zellen [andere CD45-positive Leukozyten] und (CD45-/CD11c-)-Zellen [renale
Parenchymzellen]. Die Zellen wurden ebenfalls auf folgende Zytokine und Chemokine mittels
gPCR untersucht: TNF-a, IL-6, CXCL2/MIP2 und CCL2/MCP-1. 18s-rRNA diente als
Referenzgen. Jede Versuchsgruppe bestand aus 5 Méausen, deren Werte gemittelt wurden (xSEM).
IRF4-defiziente Mause weisen signifikant hohere Zytokin- und Chemokinwerte in
(CD45+/CD11c+) DCs auf, wahrend andere CD45-positive Leukozyten nur vermehrt Chemokine
exprimieren (Abbildung 36-1 bis 36-4). In den depletierten renalen Parenchymzellen ist kein
Unterschied zwischen Wildtyp- und IRF4-defizienten Mausen zu sehen. Fazit ist, dass die
proinflammatorische Aktivitdt DCs nach IR durch die IRF4-Induktion (Abbildung 31 und 32)
gedrosselt wird.
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Abbildung 36-1 bis 36-4: Zytokin- und Chemokinexpression verschiedener Zellpopulationen nach Ischéamie-
Reperfusion. Nach unilateraler IR an Wildtyp- und IRF4-KO-M&usen (n=5) wurden nach 24 Stunden aus den Nieren
drei Zellpopulationen isoliert und anschlielend verschiedene Zytokine und Chemokine gemessen. In IRF4-defizienten
(CD45+/CD11c+)-Zellen werden signifikant mehr Zytokine/Chemokine exprimiert im Vergleich zu Wildtyp-Zellen.
Die anderen CD45-positive Leukozyten IRF4-defizienter Mause weisen nur signifikant erhéhte Chemokinwerte auf. In
CDA45/CD11c-depletierten renalen Parenchymzellen ist kein Unterschied zwischen Wildtyp- und IRF4-knockout-
Mausen zu sehen. *p<0,05 vs. Wildtyp
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3.8.2 IRF4-/- geht mit erhohter Neutrophilen-Rekrutierung einher

Konsistent mit den vorhergehenden Ergebnissen geht die IRF4-Defizienz mit erhohter

Neutrophilen-Rekrutierung einher. Um das zu untersuchen wurden immunhistochemische

Farbungen von Nieren nach unilateraler IR angefertigt. Es wurden wieder drei

Reperfusionsintervalle getestet: 1 Tag, 5 und 10 Tage postoperativ. In jedem Schnitt wurden 10
Gesichtsfelder mit der hdchsten Neutrophilendichte (high-power-fields) unter dem Mikroskop
ausgezahlt und deren Werte gemittelt (+SEM). Jede Versuchsgruppe bestand aus 5 M&usen, wobei
sowohl Wildtyp- und IRF4-defiziente M&use als auch IR- und Kontrollnieren (Co) verglichen
wurden. In den ersten beiden Reperfusionsgruppen sind signifikant mehr Neutrophile in IRF4-
knockout-Mdusen detektierbar im Vergleich zu Wildtyp-Mdusen. Nach 10 Tagen Reperfusion ist
kein Unterschied zu sehen (Abbildung 37-1 und 2).
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3.9.1 Renale Makrophagen- und T-Zell-Rekrutierung

Aus den gleichen Gewebeproben wurden immunhistochemisch F4/80-positive Makrophagen und
CD3-positive T-Zellen gefarbt und deren Anzahl unter dem Mikroskop ermittelt. In beiden Fallen
zeigt sich kein Unterschied zwischen Wildtyp- und IRF4-defizienten Mausen weder in den IR-
Nieren noch in den Kontrollnieren. Im Vergleich der IR-Nieren mit den Kontrollnieren sind
allerdings deutlich mehr Makrophagen in den IR-Nieren in allen drei Reperfusionsgruppen. Die
Anzahl T-Zellen sind ebenfalls in den IR-Nieren erhéht mit ansteigender Tendenz von Tag-1 bis
Tag-10 (Abbildung 38 und 39). Das bedeutet, dass zwar die IR die Rekrutierung von Makrophagen

oder T-Zellen in der Niere erhoht, der IRF4-Genotyp an sich jedoch keinen Einfluss darauf hat.
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Abbildung 38 und 39: F4/80-Makrophagen und CD3-T-Zellen nach Ischdmie-Reperfusion in der Niere. Nach
unilateraler Ischdmie in der Niere wurden nach unterschiedlichen Reperfusionszeiten F4/80-Makrophagen und CD3-T-
Zellen angeféarbt und deren Anzahl ermittelt. Es werden sowohl Wildtyp- und IRF4-knockout Mé&use als auch IR- und
Kontrollnieren miteinander verglichen. Jede Gruppe bestand aus 5 Mé&usen, deren Werte gemittelt wurden (xSEM).
Weder Makrophagen noch T-Zellen zeigen einen Unterschied zwischen Wildtyp- und IRF4-knockout-Mausen in den
IR- oder Kontrollnieren.
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3.10 Clodronat reduziert die Entziindung und das ANV in IRF4-/- Mausen

Zu Beginn des Kapitels wurde gezeigt, dass renale CD45/CD11c-doppelpositive DCs mal3geblich
fur die IR-induzierte Zytokin- und Chemokinexpression in IRF4-defizienten Mdusen verantwortlich
sind (Abbildung 36-1 bis 4). Aus der Beobachtung, dass in diesen Zellen zudem eine IR-induzierte
IRF4-Expression detektierbar ist, im Gegensatz zu den renalen Parenchymzellen, l&sst sich
erschlie3en, dass die IRF4-Expression v.a. in diesen Zellen die Zytokin- und Chemokinexpression
reduziert (Abbildung 31). Um die herausragende Rolle der DCs im Rahmen der IR und des ANV
weiter zu untermauern, wurden Wildtyp- und IRF4-defiziente Mduse mit Clodronat behandelt. Das
in Liposomen verpackte Clodronat wird spezifisch von Phagozyten aufgenommen, akkumuliert in
der Zelle und zerstort sie letztendlich. Fir dieses Experiment wurden die Clodronat-Liposomen 3
und 2 Tage vor der bilateralen Operation intraperitoneal injiziert. 24 Stunden postoperativ wurde

Blut entnommen und Kreatinin und Harnstoff im Serum bestimmt.
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Abbildung 40-1 und 40-2: Serum-Kreatinin nach einer Clodronat-Behandlung. Nach der Clodronat-Behandlung
wurden Nieren bilateral abgeklemmt und 24 Stunden postoperativ Kreatinin und Harnstoff im Serum bestimmt. Es
werden Wildtyp- und IRF4-knockout-Mduse (n=5) mit und ohne Clodronat-Behandlung verglichen. In IRF4-
defizienten Mausen wird durch Clodronat die Kreatinin- und Harnstoffwerte auf das Level der Wildtyp-Mause
reduziert. *p<0,01 vs. Wildtyp; **p<0,05 vs. Wildtyp; ***p<0,01 vs. IRF4-/- ohne Clodronat; ****p<0,05 vs. IRF4-/-
ohne Clodronat
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In jeder Gruppe waren mindestens 5 Mause, deren Werte gemittelt wurden (xSEM). Die Clodronat-
Behandlung reduziert die Kreatinin- und Harnstoffwerte der IRF4-defizienten Mé&use auf das Level
der Wildtyp-Méause (Abbildung 40-1 und 40-2). Von den gleichen Tieren wurden 24 Stunden
postoperativ zusatzlich die Nieren entnommen und mittels g°PCR Zytokine und Chemokine
bestimmt. Sie werden mit unbehandelten Mdusen verglichen. In den Clodronat-behandelten Mdusen
sind die signifikant erhdhten Zytokin- und Chemokinwerte der IRF4-defizienten Mausen, wie sie in
den unbehandelten Kontrolltieren zu sehen sind, nicht mehr vorhanden (Abbildung 41-1 bis 8). Das
bedeutet, dass DCs maligeblich fur die Zytokin- und Chemokinexpression nach IR in der Niere
verantwortlich sind, die durch IRF4 (in IRF4-suffizienten Mdusen) reduziert wird. Die erhdhte
Entzundungsreaktion in IRF4-defizienten Mdusen verstarkt das ANV.
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Abbildung 41-1 bis 41-8: Zytokine und Chemokine nach einer Clodronat-Behandlung. Nach bilateraler
Abklemmung der Nieren werden in Clodronat-behandelten und unbehandelten Mé&usen Zytokine und Chemokine
bestimmt. Es werden Wildtyp- und IRF4-defiziente Mduse miteinander verglichen. In jeder Gruppe sind mindestens 5
Mause, deren Werte gemittelt werden (£SEM). Unbehandelt weisen IRF4-defiziente Tiere signifikant mehr Zytokine
und Chemokine auf. Durch die Clodronatbehandlung wird dieser Unterschied aufgehoben. *p<0,05 vs. Wildtyp
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3.11 Etanercept reduziert die Entzindung und das ANV in IRF4-/- M&usen

Da TNF-a ein entscheidendes Zytokin in Rahmen der IR ist (Abbildungen 35-2 und 36-2), wurden
Méuse im folgenden Experiment mit dem TNF-Inhibitor Etanercept behandelt. Dafir wurden
Wildtyp- und IRF4-defiziente Mause einer bilateralen Abklemmung der Nierengefae unterzogen
und unmittelbar nach Eroffnung der Gefélie Etanercept verabreicht. Nach einer Reperfusionszeit
von 24 Stunden wurden Kreatinin und Harnstoff im Serum als Parameter fur das ANV bestimmt.
Jede Versuchsgruppe bestand aus 5 Mausen, deren Werte gemittelt wurden (xSEM). Die
Etanercept-Behandlung reduziert die Kreatinin- und Harnstoffwerte der IRF4-defizienten Mause
signifikant im Vergleich zu unbehandelten IRF4-defizienten Mé&usen (Abbildung 42-1 und 2). Die
Werte der Wildtyp-Mause verandern sich kaum.

B IRF4 +/+
U RF4 -

Serum-Kreatinin [mg/dl|

Serum-Harnstoff |mg/dl|

ohne Etanercept mit Etanercept

Abbildung 42-1 und 42-2: Kreatinin- und Harnstoffwerte nach einer Etanercept-Behandlung. Unmittelbar nach
der bilateralen Abklemmung der NierengefaRe wird Etanercept gespritzt und nach 24 Stunden Kreatinin und Harnstoff
im Serum bestimmt. Es werden Wildtyp- und IRF4-defiziente M&use miteinander verglichen (n=5). IRF4-defiziente
Mause weisen mit der Etanercept-Behandlung signifikant niedrigere Kreatinin- und Harnstoffwerte auf im Vergleich zu
unbehandelten IRF4-defizienten Mé&usen. *p<0,01 vs. Wildtyp; **p<0,05 vs. Wildtyp; ***p<0,01 vs. IRF4-/- ohne
Etanercept
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Von den gleichen Tieren wurden 24 Stunden postoperativ zusatzlich die Nieren entnommen und

mittels qPCR Zytokine und Chemokine bestimmt. Sie werden mit unbehandelten Madusen

verglichen. Im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren blockt Etanercept die Induktion von
TNF-a, IL-6, CXCL12 und CCL2 in IRF4-defizienten Mdusen (Abbildung 43-1 bis 8). Das
bedeutet, dass die Induktion des stark proinflammatorische Zytokin TNF-a in DCs durch IRF4

geblockt werden muss, um eine uberschielRende Entzlindungsreaktion zu unterdriicken und so das

Ausmal des ANV zu reduzieren.
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Abbildung 43-1 bis 43-8: Zytokine und Chemokine nach einer Etanercept-Behandlung. Nach bilateraler
Abklemmung der Nieren werden in Etanercept-behandelten und unbehandelten Mé&usen Zytokine und Chemokine
bestimmt. Es werden Wildtyp- und IRF4-defiziente Mduse miteinander verglichen. In jeder Gruppe sind mindestens 5
Mause, deren Werte gemittelt werden (£SEM). Unbehandelt weisen IRF4-defiziente Tiere signifikant mehr Zytokine
und Chemokine auf. Durch die Etanercept-Behandlung wird dieser Unterschied aufgehoben. *p<0,05 vs. Wildtyp
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Kapitel 4:

Diskussion
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4. Diskussion

Das akute Nierenversagen

Das ANV tritt am h&ufigsten bei schwerkranken intensivpflichtigen Patienten auf (4). Als
Risikofaktoren gelten Operationen am Herzen oder der groRen Gefale (5), Sepsis (6) oder die
Anaphylaxie. Aber auch Medikamentenbehandlungen (7), die die Niere schadigen oder bestehende
chronische Nierenerkrankungen (4) sowie das hohe Alter des Patienten in einer immer &lter
werdenden Gesellschaft pradisponieren zum ANV (1). Gefirchtet werden dabei schwere
extrarenale Komplikationen wie Flussigkeitsretention mit Odembildung z.B. in der Lunge,
Elektrolytverschiebungen mit kardialen Auswirkungen, Entwicklung einer metabolischen Azidose
und vielem mehr (4). Dementsprechend ist das ANV mit einer erheblichen Verschlechterung des
Gesamtlberlebens assoziiert. In Studien konnte man allerdings zeigen, dass das ANV nicht nur
einen Indikator fur die Schwere der Grunderkrankung darstellt, sondern ein eigenstandiger
Risikofaktor fur Mortalitdt und Morbiditat ist (6). Je nach Grunderkrankung betrégt sie zwischen 20
und 50% und daran hat sich in den letzten drei Jahrzehnten trotz erheblicher Fortschritte in der
medizinischen Entwicklung kaum etwas geandert (4). Subjektive Symptome verspurt der Patient
v.a. zu Beginn des ANV nicht. Und wenn sich das ANV durch verdnderte Flussigkeits- und
Elektrolytwerte bzw. Urinausscheidung anzeigt, hat die Nierenschadigung bereits statt gefunden
(83). Sind die Parenchymschaden nicht zu stark ausgepragt, ist das ANV auch reversibel. Allerdings
benodtigt die Niere einige Zeit, bis die Dysfunktion wieder ausgeglichen ist (4). Die einzige
wirksame Therapie derzeit ist die Nierenersatztherapie mittels Dialyse, die im Prinzip nur
symptomatisch die Folgen der Nierendysfunktion ausbalanziert. Allerdings senkt die
Dialysebehandlung die Mortalitat nicht ausreichend (6). Deshalb wird bei Risikopatienten v.a. auf
Intensivstationen die Nierenfunktion, der Elektrolyt- und Flussigkeitshaushalt der Patienten
engmaschig tberwacht und ggf. ausgeglichen, um ein ANV primér zu verhindern bzw. so frih wie
maoglich zu erfassen. Ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie des ANV und etwaiger
pradisponierender Faktoren koénnte in der Zukunft zu neuen therapeutischen Moglichkeiten

verhelfen.

Das ANV entsteht durch eine renale Minderperfusion, die durch Volumenmangel, systemischer
Vasodilatation aber auch durch reduziertes Herzzeitvolumen oder thrombotischen/embolischen
Verschluss der Nierengefde bedingt sein kann (4). Bei langanhaltender Hypoxie entstehen

schlieBlich Parenchymschdden, die v.a. die S3-Segmente des proximalen Tubulussystems betreffen,
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da hier durch die hohe Transportaktivitdt physiologisch bereits ein niedriger Sauerstoffgehalt
vorherrscht (4). Die verlangerte Hypoxie zieht eine ganze Reihe zelluldrer Verédnderungen nach
sich, die die Zellintegritdt und die Funktion beeintrachtigen und schlieBlich zum nekrotischen
Zelluntergang fuhrt. Die Tubuluszelle verliert den Birstensaum, der typische polare Aufbau geht
verloren, die ATP-abhdngigen Transsportvorgdnge kommen zum Erliegen und Zellen l6sen sich
von der Basalmembran (4, 9, 12). Aus ahnlichen Griinden wird das Endothel der GefaRe gestort,
das die Permeabilitat erhoht mit vermehrter Einschwemmung von Flissigkeit, Zellen und Proteinen
ins Interstitium. Durch das interstitielle Odem werden die peritubularen Kapillaren komprimiert,
das den hypoxischen Zustand aufrechterhdlt und verlédngert (23, 24). Durch die nachfolgende
Reperfusion werden zum Einen vermehrt Sauerstoffradikale produziert, die den Zellschaden
verstarken. Zum Anderen werden im erhohten MaRe Immunzellen eingeschwemmt, die zur
ubermaRigen Immunreaktion beitragen (9). Frih schon in renalen IR werden Adhédsionsmolekiile
zur Rekrutierung von Immunzellen und TLRs hochreguliert (23).

Die Hypoxie flihrt zu nekrotischem Zelluntergang von Tubulusepithelzellen und zur Freisetzung
intrazellularer Bestandteile (DAMPSs), die von residenten Makrophagen und DCs phagozytiert
werden (26). In der Niere représentieren gewebsresidente DCs die zahlenstarkste Zellpopulation
(47). Sie verweilen in unreifer Form im Interstitium und detektieren und phagozytieren endogene
und exogene Antigene. Als potente APCs prasentieren sie diese Antigene anschlieBend im
Lymphknoten den T-Lymphozyten und aktivieren so das adaptive Immunsystem. In dieser
Funktion sind DCs hauptséchlich bekannt (14, 48). Allerdings sind sie nach ihrer Aktivierung
bereits viel friher als Initiatoren der frihen Entzlindungsreaktion aktiv, indem sie Zytokine und
Chemokine sezernieren. Dong et. al konnten zeigen, dass renale DCs die starksten Produzenten von
TNF-a und anderen proinflammatorischen Zytokinen/Chemokinen nach renaler IR sind (47). Neben
Immunzellen sind aber auch Tubulusepithel- und Endothelzellen aktiv an der sterilen Entziindung
beteiligt. Nach IR werden neben Immunzellen auch auf Tubulusepithelzellen TLRs hochreguliert
(23). TLRs sind wichtige PRRs des angeborenen Immunsystems, tber die eine grof3e Reihe von
Mikroorganismen erkannt werden (14). Vermutlich sind sie aber auch an der Detektion von
endogenen DAMPs nach nekrotischem Zelluntergang beteiligt (26). Die Aktivierung der TLR-
Signalkaskaden fihrt schlielRlich zur vermehrten Zytokine/Chemokine-Sekretion. Es konnte gezeigt
werden, dass v.a. TLR2 und TLR4 nach IR vermehrt auf Tubuluszellen exprimiert werden und zur
der IR-bedingten Gewebeschédigung beitragen (28, 29). Die Induktion von proinflammatorischen
Mediatoren erfolgt tber MyD88-abhéngige und unabhangige Signalkaskaden (30, 31). Konsistent
damit zeigen TLR2-, TLR4- und MyD88-defiziente Mause geringere Parenchymschaden und
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FunktionseinbufRen nach IR in verschiedenen Organen wie Herz (84, 85), Leber (86) und Gehirn
(87). Die proinflammatorische Funktion des Tubulusepithels im Rahmen der renalen IR konnte in
einem weiteren Experiment demonstriert werden. In Zellen der S3-Segmente des proximalen
Tubulus wird durch oxidativen Stress IRF1 induziert mit der Folge, dass vermehrt
proinflammatorische Zytokine/Chemokine produziert werden. Die IRF1-Induktion erfolgt bereits
15 Minuten nach IR und ist dementsprechend ein Mediator der friihen Entziindungsreaktion in der
postischdmen Niere (32). Interessanterweise konnte mit chimaren M&usen gezeigt werden, dass der
Anteil des Tubulusepithels am Entztindungsgeschehen nach IR in der Niere stéarker ist als der von
myeloischen Zellen (28, 29). Dies steht nun im scheinbaren Gegensatz zur Beobachtung, dass
intrarenale DCs die stérksten Produzenten von TNF-a und anderen proinflammatorischen
Zytokinen/Chemokinen sind (47). Unsere Hypothese ist, dass DCs in ihrer proinflammatorischen
Funktion reguliert bzw. gehemmt werden. Dies konnte bereits fur den Transmembranrezeptor
SIGIRR gezeigt werden (50). Er wird konstitutiv und relativ ubiquitér exprimiert, so auch in
Tubulusepithelzellen und myeloischen Zellen (77). Mit Hilfe von SIGIRR-defizienten und
chimdren Mausen konnte demonstriert werden, dass SIGIRR v.a. DCs in ihrer
proinflammatorischen Funktion inhibiert. SIGIRR-defiziente Mé&use entwickeln dementsprechend
verstarkte Entzundungsreaktionen und Gewebeschdden nach renaler IR (50). Neben solchen
konstitutiv exprimierten Faktoren sind auch induzierbare Regulatoren notig, um uberschiel3ende
Entziindungsreaktionen gezielt einzudiammen. Aus dieser Uberlegung heraus wurde in dieser Arbeit
der negativ-regulatorisch wirkende Faktor IRF4 im Rahmen der renalen IR untersucht. Er gehort
einer Familie von Transkriptionsfaktoren an, die hauptsachlich im IFN-System wirksam sind, aber
auch sehr viel weitreichendere Funktionen im und z.T. auch auBerhalb des Immunsystems
aufweisen (58, 59). Es wurde gezeigt, dass die IRF4-Expression in Monozyten durch LPS-
Stimulation induziert wird mit der Folge, dass Entzlindungsparameter reduziert werden (63, 64).
Diese entzindungshemmende Funktion wird vermutlich durch die Blockade des
proinflammatorisch wirkenden Faktor IRF5 erzielt (63). In dieser TLR-Signalkaskade bindet IRF5
das Adaptermolekil MyD88 und wird dadurch aktiviert. AnschlieRend transloziert es entweder als
Transkriptionsfaktor in den Nukleus oder es wirkt im Zytosol tiber NF-kB. Beide Wege fiihren zur
Induktion proinflammatorischer Zytokine/Chemokine (60, 66). Es konnte gezeigt werden, dass
IRF4 die gleiche MyD88-Bindungsstelle wie IRF5 besetzt und so dessen proinflammatorische
Funktion hemmt (63, 64) (Abbildung 12). Dabei ist die DNA-Bindungsdomane von IRF4 nicht
beteiligt (60). Er fungiert in dieser Kaskade also nicht als typischer Transkriptionsfaktor. Allerdings
besitzt IRF4 auf DNA-Ebene auch eine antagonisierende Wirkung auf die transkriptorische
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Funktion von IRF1. Hier bindet es die gleiche Promotersequenz wie IRF1 und hemmt die
Aktivierung von TRAIL-Genen (61). TRAIL ist ein Typ-2 Transmembranrezeptor und gehort der
TNF-Superfamilie an. Dessen hauptsachliche Funktion ist es tber die Interaktion mit den death-
Rezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 Apoptose auszulosen (67, 68). Dies geschieht v.a. in
Tumorzellen, konnte aber auch fiir Tubulusepithelzellen und Podozyten in der Niere gezeigt werden
(88). Allerdings scheinen gesunde Zellen davor geschiitzt zu sein. Uber sog. decoy-Rezeptoren wird
diese proapoptotische Aktivitat gehemmt, indem sie die eigentlichen Zielrezeptoren imitieren und
die nachfolgende Signalkaskade hemmen. Dieses Prinzip trifft v.a. fur den decoy-Rezeptor TRAIL-
R3 (67, 68) und Osteoprotegerin (88) zu. Die Interaktion mit dem decoy-Rezeptor TRAIL-R4 hat
allerdings eine aktivierende Wirkung auf NF-kB. Dabei werden v.a. Faktoren induziert, die zur
Apoptosehemmung fuhren (69). Es ist aber denkbar, dass Uber diesen Signalweg auch
proinflammatorische Mediatoren induziert werden, &hnlich wie es flir ein weiteres Mitglied der
TNF-Familie, TWEAK, gezeigt werden konnte. TWEAK induziert u.a. uber die Aktivierung von
NF-kB proinflammatorische Zytokine (88). Diese Beobachtung ist deshalb von Interesse, weil IRF4
neben IRF5 mdglicherweise auch die proinflammatorische Funktion von IRF1 hemmt. Wang et al.
haben herausgefunden, dass IRF1 durch IR vermehrt exprimiert wird und zur Induktion von
proinflammatorischen ~ Zytokinen/Chemokinen  fuhrt.  Allerdings wurde dies nur fir
Tubulusepithelzellen gezeigt (32). In diesen Zellen wird IRF4 allerdings nicht exprimiert, da es auf
hamatopoetische Zellen beschrénkt ist. Die mogliche hemmende Funktion von IRF4 auf die
proinflammatorische Funktion von IRF1 kann zumindest in Tubuluszellen nicht zum Tragen

kommen.

Experimentelle Strategie

Ziel dieser Arbeit war es, die regulatorische Funktion von IRF4 im Rahmen der renalen IR zu
untersuchen. Bisher war es unbekannt, ob oxidativer Stress tUberhaupt ein Trigger fir die IRF4-
Induktion darstellt. Da IRF4 nur in hdmatopoetischen Zellen lokalisiert ist, eignet er sich besonders
dazu, intrarenale DCs zu studieren, die erstens wichtige Initiatoren frither Entziindungsreaktionen
im Rahmen der IR und zweitens die zahlenstarkste Zellpopulation in der Niere sind. Somit wurde
versucht, den Anteil der DCs am sterilen Entzindungsgeschehen, dem konsekutiven
Gewebeschaden und dem Nierenfunktionsverlust nach renaler IR zu ermitteln.

Dafur wurden in verschiedenen in-vitro- und in-vivo-Experimenten IRF4-/- und IRF4+/+ C57-BI/6-
Mé&usen miteinander verglichen. In-vitro wurden Tubulusepithelzellen und Monozyten mit

Sauerstoffradikalen stimuliert und nach unterschiedlichen Zeitabstdnden die IRF4-Expression
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gemessen. Da Sauerstoffradikale vermehrt unter oxidativen Stress entstehen, simulieren sie in
dieser Experimentenreihe die IR in-vivo. Damit wurde die Induzierbarkeit von IRF4 durch IR
gepriuft. In-vivo wurden NierengefdBe in Mdausen bi- oder unilateral fur eine definierte Zeit
abgeklemmt und anschlieBend Entziindungsreaktion, Gewebeschaden und Nierenfunktion ermittelt.
Pro Maustypus wurden drei Reperfusionsgruppen mit folgenden Zeitintervallen gebildet: 1 Tag, 5
und 10 Tage postoperativ. Jede Gruppe bestand aus 5 bis 6 Mausen. Um schlieBlich feiner zwischen
Nierenparenchymzellen und Immunzellen differenzieren zu koénnen, wurde das Nierengewebe
mittels Micro-Beads im Magnetfeld in folgende Zellpopulationen isoliert: CD45+/CD11c+ Zellen
(renale DCs), CD45+/CD11c- Zellen (andere CDA45-positive Leukozyten) und CD45-/CD11c-
Zellen (renale Parenchymzellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Mesangiumzellen) (47).
AnschlieBend wurden Zytokine/Chemokine in den einzelnen Populationen gemessen. Mit dieser
Methode konnte im Gegensatz zur Messung der ganzen Niere heraus kristallisiert werden, welcher
Zelltyp malRgeblich am Entziindungsgeschehen beteiligt ist. Fir die Zytokin/Chemokin-
Bestimmung wurde eine definierte Menge RNA benutzt. Dadurch konnte gezeigt werden, dass
erhdhte Werte nicht nur durch vermehrten Zustrom von Immunzellen, sondern hauptsachlich durch
vermehrte Produktion der einzelnen Zelle entstehen. Letztlich wurden Mause mit Clodronat-
Liposomen behandelt, um DCs zu eliminieren und anschlielend erneut Entziindung,
Gewebeschaden und Nierenfunktion nach induziertem ANV zu ermitteln. In einer letzten
Versuchsreihe wurden Mause mit dem TNF-Inhibitor Etanercept behandelt, um die Rolle von TNF-

a im Rahmen des postischdmen sterilen Entziindungsgeschehens zu untersuchen.

IRF4 reguliert die Immunaktivitat in intrarenalen APCs

Es wurde bereits gezeigt, dass IRF4 durch LPS induziert wird. Als Bestandteil von Gram-negativen
Bakterien simuliert die LPS-Stimulation eine mikrobielle Infektion. Bisher war es unbekannt, ob
oxidativer Stress ebenfalls zur IRF4-Induktion fiihrt. Ohne Stimulation wird IRF4 in der Niere nur
gering exprimiert, im Gegensatz zum Thymus oder dem Knochenmark (Abbildung 26). Wir
konnten zeigen, dass die IRF4-Konzentration durch die Stimulation von Monozyten mit
Sauerstoffradikalen (in-vitro) und durch IR in der Niere (in-vivo) signifikant ansteigt (Abbildung 28
und 29-1). Somit wurde oxidativer Stress als neuer Trigger fur die IRF4-Induktion entdeckt. Wie zu
erwarten war, konnte IRF4 dabei nur in Immunzellen, nicht jedoch in Tubulusepithelzellen
gemessen werden (Abbildung 28). Bei detaillierter Untersuchung einzelner Zellpopulationen zeigte
sich, dass IRF4 nach Abklemmung der NierengefalRe nur in CD45/CD11c-doppelpositiven Zellen
und nicht in CD11c-negativen Zellen induziert wird (Abbildung 31). (CD45+/CD11c+)-Zellen
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entsprechen hauptsachlich intrarenale DCs (89). Die Induzierbarkeit von IRF4 durch oxidativen
Stress lasst sich durch die Behandlung der M&use mit dem Antioxidans MnTMPyP komplette
aufheben (Abbildung 32). Dadurch wird die Bedeutung der Sauerstoffradikale fiir die Induktion von
IRF4 nochmals verdeutlicht. Interessanterweise nimmt die IRF4-Konzentration frihestens 24
Stunden postoperativ signifikant hohere Werte an (Abbildung 28-1) mit einer kontinuierlichen
Zunahme im weiteren Verlauf bis Tag-10. Im Gegensatz dazu steigt IRF1 bereits 15 Minuten nach
IR signifikant an. IRF1 ist ein Transkriptionsfaktor, der nach IR proinflammatorische
Zytokine/Chemokine in den Zellen des S3-Segments des proximalen Tubulus induziert. Aus diesen
Beobachtungen lasst sich schlielen, dass nach IR in der Niere zunéchst eine Entziindung in Gang
gesetzt wird, die von verschiedenen Zelltypen, wie Tubuluszellen, Endothelzellen und Immunzellen
ausgeht. Da intrarenale DCs die zahlenstarkste Population sind, ist zu erwarten, dass sie den grofRten
Anteil am Entzindungsgeschehen tragen. Analog zur mikrobiellen Infektion hat die Entziindung
den eigentlichen Sinn, den entstandenen Schaden zu beseitigen. Bei zu starker Entziindungsaktivitat
tritt allerdings das Gegenteil ein, der Gewebeschaden und mit ihm der Funktionsverlust wird
verstarkt. Der zeitlich verzdgerte IRF4-Anstieg dient schlieBlich dazu, die Entziindungsvorgange
wieder zu begrenzen bzw. zu beenden. Es ist davon auszugehen, dass die entziindungshemmende
Wirkung von IRF4 Uber die Antagonisierung des proinflammatorisch wirkenden Faktors IRF5
erfolgt. Im Gegensatz zu IRF4 wird IRF5 in der Niere konstitutiv exprimiert und weist eine relativ
hohe Basisexpression auf, die durch oxidativen Stress nicht weiter ansteigt (Abbildung 29-2). IRF5
wird ubiquitar exprimiert (58). Durch die zellspezifische Expression von IRF4 in hamatopoetischen
Zellen erfolgt die hemmende Wirkung von IRF4 entsprechend zellspezifisch nur in Immunzellen.

In den in-vivo-Experimenten konnte gezeigt werden, dass die IRF4-Defizienz mit signifikant
hoheren Werten fur TNF-a, IL-6, MCP1 und MIP2, stidrkerem Gewebeschaden und
Verschlechterung der Nierenfunktion in allen drei Reperfusionsgruppen assoziiert ist (Abbildungen
33-35). Im gleichen MaRe werden signifikant mehr Neutrophile rekrutiert, wahrend F4/80-
Makrophagen und T-Zellen davon unbeeinflusst bleiben (Abbildungen 37-39). Das bedeutet im
Umkehrschluss, dass die regulatorische Funktion von IRF4 nach renaler IR noétig ist, um eine
uberschieende Entziindung mit konsekutivem Gewebeschaden und Funktionsverlust der Niere zu
reduzieren. In dieser Versuchsreihe wurde die Niere im Ganzen untersucht. Um schliel3lich feiner
zwischen unterschiedlichen Zellen differenzieren zu kénnen, wurden aus den Nieren nach IR die
Folgende Zellpopulationen isoliert: (CD45+/CD11c+), (CD45+/CD11c-) und (CD45-/CD11c-)-
Zellen und im Anschluss erneut die Entziindungswerte gemessen. Dabei wird sichtbar, dass nur die
Fraktion der IRF4-defizienten intrarenalen DCs (CD11c+/CD45+) erhéhte Zytokine/Chemokine
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produzieren. Andere IRF4-defiziente CDA45-positiven Leukozyten exprimieren nur erhohte
Chemokin (Abbildung 36). Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von Dong et al.,
dass DCs die starksten Produzenten proinflammatorischer Mediatoren im Rahmen der renalen IR
sind (47). AnschlieBend wurden in Mé&usen vor der NierengefaBabklemmung APCs mittels
Clodronat-Liposomen elimiert. Dadurch konnte der Phanotyp IRF4-defizienter M&ause komplett
aufgehoben werden. IRF4-/- Mduse zeigten dementsprechend keine erhdhten Entziindungs- und
Serum-Kreatininwerte mehr im Vergleich zu IRF4+/+ M&usen (Abbildungen 40, 41). Dadurch wird
deutlich, dass diese Zellpopulation mageblich fur die starke Entziindungsreaktion mit konsekutiver
Gewebeschadigung und Nierenfunktionsverlust verantwortlich ist, dessen Ausmale durch IRF4
reduziert werden. TNF-a ist ein hochpotentes proinflammatorisches Zytokin, das im Rahmen der
renalen IR vermehrt produziert wird und eine ganze Reihe von Verdnderungen nach sich zieht. Es
potenziert das Entzlindungsgeschehen in der Niere u.a., indem es weitere Entziindungsmediatoren
induziert u.a. auch TNF-a selbst. Zuséatzlich reguliert es die Expression von Adhé&sionsmolekiilen
hoch und verstérkt die Infiltration von Leukozyten. Allerdings wirkt es auch direkt apoptotisch auf
Tubuluszellen und verstarkt den Gewebeschaden. Da TNF-a vasokonstriktorisch wirkt, trégt es
auch zur verlangerten Hypoxie in der Niere bei. Die vermehrte Expression von TNF-a in IRF4-/-
Méusen nach renaler IR potenziert also den Schaden und die Funktionsverschlechterung der Niere
besonders stark. In einer Versuchsreihe wurde TNF-a mit Etanercept blockiert mit dem Ergebnis,
dass IRF4-/- Mduse keine hoheren Entzindungswerte und keine schlechtere Nierenfunktion
aufwiesen wie IRF4+/+ Mause (Abbildungen 42, 43). Die Blockade von TNF-o hat also den
gleichen protektiven Effekt auf die Niere wie die Elimination der APCs. Dies betrifft maligeblich
renalen DCs, die als starkste Immunzellpopulation in der Niere den grofiten Anteil der renalen
TNF-a-Produktion bewerkstelligen.

Nach renaler IR tragen sowohl Tubulusepithelzellen, Endothelzellen und Immunzellen zur sterilen
Entzundungsreaktion in der Niere bei mit dem eigentlichen Ziel, den entstandenen Schaden zu
beseitigen. Bei zu starker Entziindung entstent aber mehr Schaden als Nutzen, so dass
Immunreaktionen reguliert und gebremst werden midissen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass IRF4 durch oxidativen Stress induziert wird und Entziindungsparameter,
Nierenparenchymschadigung und Nierenfunktionsverlust reduziert. Dabei spielt die Reduktion der
TNF-a-Sekretion eine wichtige Rolle, da es als hochpotentes proinflammatorisches Zytokin die
Entziindungsreaktion erheblich verstérkt. Da renalen DCs nach IR die Hauptproduzenten der
renalen TNF-o-Sekretion sind, ist die entziindungshemmende Wirkung von IRF4 v.a. in dieser
Zellpopulation von entscheidender Bedeutung.
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Unterscheidung zwischen Makrophagen und dendritischen Zellen

Es ist grundsétzlich schwierig Makrophagen und DCs experimentell isoliert zu untersuchen (90).
Beide Zelltypen sind Phagozyten, residieren im Interstitium (46) und warten auf eindringende
Mikroorganismen (14) oder freiwerdende endogene Zellbestandteile (26). Beide gehéren zu der
Gruppe der APCs und aktvieren dadurch andere Zellen, wobei DCs deutlich potentere APCc sind.
Zudem sind Makrophagen und DCs beide Initiatoren der frithen Entziindungsreaktion. Diese Rolle
ist fir Makrophagen lange bekannt (14), fur DCs ist sie allerdings eine relativ neue Erkenntnis (47,
76). Beide Zelltypen entspringen der myeloischen Zellreihe und weisen viele gleiche

Oberflachenmolekiile auf, so dass die experimentelle Isolierung oft schwierig ist (Tabelle 7).

Tabelle 7: Oberflachenmarker von Makrophagen und DCs (89)

F4/80-low F4/80-high F4/80-low F4/80-high

(Makrophagen) (DCs) (Makrophagen) (DCs)
Monozyten-Marker DC-Marker
CD11b hoch + niedrig + CD205 -- --
F4/80 niedrig + hoch + 33D1 -- --
Ly6C hoch + - CD1lc 20-30%+ +
Gr-1 (Ly6G mittel + -- 1A -- hoch +
CD204 -- + CD80 - -
CD206 - - CD86 - +
M-CSFR +/-- - CD40 - -
CX3CR1 niedrig + hoch + B7-DC -- --

B7-H1 -- +

Adhasions-Marker
CD62L + -- TLR-Marker
VLA-4 hoch + niedrig + TLR2 + +
LFA-1 hoch + niedrig +
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CD45 ist ein Marker, der auf allen Leukozyten exprimiert wird. Li et al. konnten zeigen, dass 50%
der CD45-Leukozyten F4/80-positiv sind. Diese Population I&sst sich nun in zwei weiter Gruppen
einteilen: Zellen mit hoher bzw. niedriger F4/80-Expression. Dabei reprasentiert die Zellen mit der
hohen F4/80-Expression residente DCs, die an sich schon 40% der CD45-Leukozyten ausmacht
(89). Dieses Ergebnis deckt sich mit der Beobachtung von Dong et al., dass residente DCs die
zahlenstérkste Population in der gesunden Niere sind (47). Zellen mit niedriger F4/80-Expression
sind Makrophagen, die nach IR in die Niere in grolRen Mengen infiltrieren. Wéhrend residente DCs
eine nahezu gleichbleibende Zellzahl aufweisen, vervielfacht sich die Anzahl der Makrophagen um
das 4 bis 8-fache nach renaler IR (89). In der unbeeintrachtigten Niere sind Makrophagen im
Verhaltnis zu DCs relativ wenig vertreten und deren Lokalisation beschrankt sich auf periarterielles
Bindegewebe, Kapsel und Nierenbecken (91). Im Gegensatz dazu sind DCs sehr stark vertreten und
im Interstitium der ganzen Nieren weit verteilt vorhanden (47). Durch die Injektion mit Clodronat-
Liposomen in zun&chst unbehandelte Mause werden APCs eliminiert (www.clodronateliposomes.org).
Die Methode ist relativ spezifisch fur Phagozyten aus den folgenden Grinden: 1. Die
Lipiddoppelschicht der Liposomen eignete sich gut zur Phagozytose. 2. Intrazellular wird die
Lipidschicht durch lysosomale Phospholipasen aufgeldst. Das in der Zelle freiwerdende Clodronat
kann durch seine hydrophilen Eigenschaften nicht mehr entweichen. Es akkumuliert in der Zelle
und zerstort sie somit. 3. Aus den gleichen Griinden kann Clodronat, das in die Blutbahn gerat,
nicht in andere Zellen aufgenommen werden (79). Andere CD45-positive Zellen, wie Monozyten,
Neutrophile oder T-Zellen werden nicht nennenswert reduziert (47). Es werden nicht wie
gewinscht DCs ausreichend spezifisch eliminiert (90). Da sie aber den gréRten Anteil der APCs in
der Niere ausmachen, reduziert die Clodronat-Behandlung hauptsachlich die proinflammatorische
Wirkung dieser grofRen Zellpopulation, die unter physiologischen Bedingungen die friihe
Entzundungsreaktion in der Niere nach IR maRgeblich initiiert (47). Dadurch wird die
Entziindungskaskade deutlich gebremst und schliellich weniger Leukozyten rekrutiert. Dies liegt
zum Einen sicherlich auch daran, dass neben DCs auch Makrophagen von der Clodronat-
induzierten Elimination betroffen sind. Allerdings fehlt mit den residenten DCs auch die primare
Ausschittung chemotaktische Zytokine, so dass primar weniger Neutrophile und Makrophagen
angelockt werden. Makrophagen und DCs haben viele identische Oberflachenmarker, z.T. mit
unterschiedlicher Expressionsdichte. Auf intrarenale DCs wird relativ zuverldssig der
Oberflachenmarker CD11c exprimiert (Abbildung 45). Allerdings ist er auch zu 20-30% auf
Makrophagen  nachweisbar (Tabelle 7). Mittels der Micro-Beads-Technik  wurden
(CD45+/CD11c+)-Zellen isoliert, die dementsprechend 70-80% DCs enthalten (89).
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Abbildung 45: Makrophagen und dendritische
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Wie hdufig in experimentellen Versuchen konnten DCs zwar nicht zu 100% isoliert oder eliminiert
werden, allerdings doch immer zu einem sehr grof3en Prozentsatz, so dass sich die Ergebnisse sehr
viel starker auf DCs als auf Makrophagen beziehen lassen. Da DCs als zahlenstérkste
Immunzellpopulation in der Niere ganz am Anfang der sterilen Entziindungskaskade stehen, greift
die Elimination dieser Zellpopulation bereits ins Geschehen ein bevor Makrophagen richtig relevant

werden bzw. ins Spiel kommen.

IRF4-Defizienz

Als Transkriptionsfaktor hat IRF4 zahlreiche Funktionen im Immunsystem. Dementsprechend geht
die IRF4-Defizienz mit Immundefizite einher, die die Ergebnisse dieser Arbeit beeinflussen
konnten. Malgeblich ist IRF4 in der Regulation der B- und T-Zell-Entwicklung und
Differenzierung beteiligt. In IRF4-defizienten M&dusen werden beispielsweise keine Plasmazellen
gebildet. Auch in der Rezeptoreditierung spielt IRF4 eine Rolle (71), so dass in IRF4-/- Mé&usen
keine Antikorperproduktion moglich ist und die Toleranzentwicklung gegenilber kdrpereigenen
Antigenen nicht oder nur mangelhaft ausgebildet wird (70, 71). In der T-Zellreihe flihrt die IRF4-
Defizienz zu gestorten T-Zell-lmmunantworten (72, 73). Dies sind allerdings Aspekte des adaptiven
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Immunsystems, das fir die friihe Phase des ANV kaum eine Rolle spielt. Im Rahmen des
ischamischen ANV kommt es neben Neutrophilen und Makrophagen ebenfalls zur Infiltration von
Lymphozyten, allerdings erst mit einer Latenz von vielen Tagen (92). In einer Arbeit wurde zwar
gezeigt, dass der Mangel an B-Zellen vor IR-Schaden schitzen soll (40). In dieser Arbeit konnte
aber demonstriert werden, dass die IRF4-Defizienz bereits 24 Stunden postoperativ mit erheblich
verstarkter Entziindungsreaktion, Gewebeschédden und Nierenfunktionsverlust assoziiert ist. Die
Storung in der B-Zell-Entwicklung, die durch IRF4-Defizienz hervorgeht, scheint in dieser Phase
also keine wesentliche protektive Rolle zu spielen. In Depletionsversuchen konnte man erkennen,
dass Lymphozyten insgesamt keine bedeutende Funktion in der Pathophysiologie der friihen Phase
des ANV aufweisen (93). Lediglich einzelne Subtypen scheinen die spédte Heilungsphase positiv zu
beeinflussen (92). Wie bei der Entwicklung der Lymphozyten sind auch in der DC-Entwicklung
sowohl IRF4 als auch IRF8 beteiligt. Wahrend IRF4 fur die Entwicklung von (CD4+) DCs ndtig ist,
reguliert IRF8 die Entwicklung von CD8a und plamazytoide DCs. Demensprechend fehlen in
IRF4-/- Mdausen (CD4+) DCs komplett (59, 74). Das Fehlen dieser Subpopulation scheint aber auf
das Ergebnis keinen besonders groRBen Einfluss zu haben. In der Niere sind DCs die zahlenstarkste
Immunzellpopulation und die starksten Produzenten proinflammatorischer Mediatoren in der friihen
Entzundungsreaktion nach IR (47). Trotz Fehlen dieser DC-Population sezernieren intrarenale DCs
mehr Zytokine/Chemokine in IRF4-/- Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (Abbildung 36).

Perspektive

In dieser Arbeit wurde nicht nur ein Aspekt der Pathophysiologie des ANV erforscht, sondern auch
grundlegende Funktionsweisen des Immunsystems beleuchtet. Ein sehr interessanter Bereich ist die
sterile Entziindungsreaktion, die die Forschung noch nicht so lange beschaftigt wie die mikrobielle
Infektion. Es ist bekannt, dass endogene Faktoren (DAMPSs) &hnlich wie exogene Erreger
Entzundungen ausldsen konnen. Interessanterweise werden DAMPs z.T. uber die gleichen
Rezeptoren detektiert wie mikrobielle Bestandteile (26). Ist die anschliefende Signalkaskade
identisch? Wie ist es tberhaupt moglich, dass durch Nekrose freiwerdende korpereigene Strukturen
als pathogen erkannt werden? Auch wir konnten einmal mehr demonstrieren, dass IR mit
verstarkter Entziindungsaktivitat assoziiert ist. Dabei sind TLR2 und TLR4 maligeblich beteiligt
(28-30). Wie korpereigene Zellbestandteile zur Immunaktivierung nach IR fiihren und die feinen
Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten in der Immunaktivierung durch mikrobielle Erreger und
endogene Faktoren wird weiterhin Bestandteil intensiver Forschungsarbeit sein. Dies gilt auch fur

das komplexe System der Immunregulation. In dieser Arbeit wurde die hemmende Funktion von
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IRF4 in der postischdmen Niere untersucht. Sowohl IRF4 als auch SIGIRR reduzieren die IR-
bedingte Entziindungsreaktion in der Niere, indem sie starke Immunaktivitat renaler DCs hemmen.
Waéhrend SIGIRR konstitutiv exprimiert wird (77), wird IRF4 durch IR erst induziert, um gezielt zu
regulieren. Hiermit wird deutlich, wie viele feine Abstufungen die Immunregulation besitzt, um
optimal funktionieren zu kénnen. Ein weiterer Mechanismus der Feinregulation des Immunsystems
wird z.B. durch die zellspezifische Expression von IRF4 wahrgenommen. Wahrend verschiedene
Zelltypen in der Niere an der Entziindung beteiligt sind, hemmt IRF4 relativ spezifisch renale DCs.
In Anbetracht des komplexen Netzwerks aller immunregulatorischen Faktoren und Mechanismen
(Abbildung 10) ist davon auszugehen, dass weitere Regulationsmechanismen in DCs und anderen
Zellen in der Niere existieren, um uberschieende Immunreaktionen zu kontrollieren und somit
Funktionseinbulen zu reduzieren. In der Literatur wird berichtet, dass IRF4 die
proinflammatorische Funktion von IRF5 hemmt (63, 64). Wir nehmen an, dass IRF4 auf diese
Weise die Aktivitat der DCs reguliert. Allerdings hat IRF4 weitere hemmende Funktionen, z.B. auf
die transkriptorische Funktion von IRF1. Dies bezieht sich aber auf die Hemmung von TRAIL-
Genen, die in Apoptosevorgiangen involviert sind (61). Uber die Interaktion mit einem der
Rezeptoren, TRAIL-R4 wird jedoch auch NF-kB aktiviert (67, 68). Da von IRF1 auch eine starke
proinflammatorische Funktion im Rahmen der renalen IR zugeschrieben wird (32), entsteht die
Frage, ob IRF4 zusatzlich diese Funktion hemmt. Auch dies soll Bestandteil weiterer Forschungen
bleiben.

Wie in knockout-Experimenten in dieser Arbeit demonstriert wurden, préadisponieren loss-of-
function-Mutationen des IRF4-Gens zu verstarkten IR-Schéden in der Niere und wahrscheinlich
auch in anderen Organen. Auch wenn sich Ergebnisse der Grundlagenforschung nicht immer direkt
auf den Menschen Ubertragen lassen, ist doch zu vermuten, dass das IRF4-Gen dhnliche Funktionen
beim Menschen aufweist. In Humanstudien wird hauptséachlich tiber IRF4-Uberproduktion dessen
Assoziation mit hdmatopoetischen Malignomen berichtet. In der Literatur wird insgesamt kaum
uber den Funktionsverlust des IRF4-Gens diskutiert. Neben den klassischen Risikofaktoren fir die
Entwicklung eines ANV, sind auch individuelle immunologische Normvarianten oder konkrete
Gendefekte, v.a. der Immunregulation entscheidend fur die Ausprédgung der Schadigung.
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Kapitel 5:

Zusammenfassung
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5. Zusammenfassung

Das ANV st trotz erheblicher Fortschritte in der Medizin immer noch ein schwerwiegendes
Krankheitsbild mit hoher Mortalitdt und Morbiditat (4, 6). Die einzige wirksame Therapie ist die
Nierenersatztherapie mittels Dialyse, die die Mortalitat allerdings nicht ausreichend senkt (6). Ein
besseres Verstandnis der Pathophysiologie des ANV und etwaiger pradisponierender Faktoren
konnte in der Zukunft zu neuen therapeutischen Moglichkeiten verhelfen.

Die IR in der Niere fuhrt zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems mit nachfolgender
steriler Entziindungsreaktion und Gewebeschadigung. Bei langanhaltender Ischamie kommt es zur
Zellnekrose, die v.a. das Tubulussystem betrifft (4). Dabei werden intrazelluldre Bestandteile
(DAMPs) freigesetzt (26), die v.a. residente DCs aktivieren, die in der unbeeintréchtigten Niere die
grofite Immunzellpopulation sind (47). Dong et al. konnten zeigen, dass DCs die stérksten
Produzenten von TNF-a und anderen proinflammatorischen Zytokinen/Chemokinen in der
postischdmen Niere sind und somit entscheidend an der Initiierung der friihen Entziindungsreaktion
beteiligt sind (47). Makrophagen sind zundchst relativ gering vertreten und infiltrieren zusammen
mit Neutrophilen die Niere erst im Verlauf in groBen Mengen, wahrend die Zahl der residenten DCs
nur gering zunimmt (89, 91). Auch das Tubulusepithel ist aktiv. am postischdmen
Entzundungsgeschehen beteiligt, indem TLRs hochreguliert und Entziindungsmediatoren sezerniert
werden (23). In der Signaltransduktion im Rahmen der renalen IR sind v.a. TLR2 und TLR4
involviert, die Uber MyD88 proinflammatorischen Zytokinen/Chemokinen induzieren (28, 29).
TLR2-, TLR4- und MyD88-Defizienz fuhrt dementsprechend nach renaler IR zu reduzierten
Gewebeschéaden und FunktionseinbuBen (84-87). Interessanterweise ist das Tubulusepithel starker
am Entziindungsgeschehen beteiligt als myeloische Zellen (28, 29). Dies steht nun im scheinbaren
Gegensatz zu der Beobachtung, dass DCs die Hauptproduzenten von proinflammatorischen
Mediatoren sind. Unsere Hypothese ist, dass myeloische Zellen in ihrer Entziindungsaktivitét
gehemmt werden. Aus dieser Uberlegung heraus wurde der entziindungshemmende Faktor IRF4 im
Rahmen der renalen IR untersucht. Es ist bekannt, dass IRF4 durch LPS induziert werden kann und
uber die kompetitive Hemmung des proinflammatorisch wirkenden Faktors IRF5 die
Entzundungsaktivitat reduziert (63, 64). Wir konnten zeigen, dass IRF4 nur eine geringe
Basisexpression in der Niere ausweist, durch Abklemmung der Nierengefél3e (in-vivo) und
Stimulation mit Sauerstoffradikalen (in-vitro) aber induziert wird. Somit wurde oxidativer Stress als
neuer Trigger fir die IRF4-Induktion entdeckt. Allerdings steigt die IRF4-Konzentration erst 24
Stunden postoperativ signifikant an. Anscheinend wird zunéchst eine Entziindungsreaktion in Gang
gesetzt, die im Verlauf durch die zeitlich verzégerte IRF4-Expression schlieBlich wieder begrenzt.
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Die IRF4-Defizienz ist mit verstarkter Entziindung, Parenchymschéden und Funktionsverlust der
Niere assoziiert. Dadurch konnte gezeigt werden, dass IRF4 auch in der postischdmen Niere eine
entscheidende regulatorische Funktion besitzt. Durch die Isolation einzelner Zellpopulationen
wurde sichtbar, dass IRF4 nur in CD45/CD11c-doppelpositiven DCs exprimiert wird und
mafgeblich in diesen Zellen zur Reduktion der Immunaktivitat fiihrt. Mittels Clodronat-Liposomen
wurden APCs eliminiert, deren grofiter Anteil in der Niere DCs ausmachen (47). Dadurch konnte
der Phanotyp IRF4-defizienter M&use komplett aufgehoben werden. Den gleichen Effekt hatte die
Blockade von TNF-a mittels Etanercept. Da DCs die Hauptproduzenten von TNF-a in der
postischdamen Niere sind (47), lasst sich daraus schlieBen, dass IRF4 maRgeblich in renalen DCs
entziindungshemmend wirkt, indem v.a. die TNF-0-Sekretion reduziert wird.

IRF4 ist ein induzierbarer Faktor, der in der postischdmen Niere die starke Immunaktivitét
intrarenaler DCs hemmt, um Uberschiefende Entzindungsreaktionen mit konsekutivem
Gewebeschaden und akutem Nierenversagen zu verhindern. Loss-of-function-Mutationen des IRF4-
Gens préadisponieren dementsprechend zu verstéarkten IR-Schéden in der Niere und vermutlich auch

in anderen Organen wie Herz, Leber oder Gehirn.

IRF4+/+ mice IRF4-/- mice

Ischemia-Reperfusion Ischemia-Reperfusion

Cytokines Cytokines Cytokines Cytokines 4
Chemokines Chemokines Chemokines Chemokinest
o ~ i s

Renal inflammation and dysfunction Renal inflammation and dysfunction

Abbildung 44: Die Rolle von IRF4 in der renalen Ischdmie-Reperfusion. Ischdmie fihrt zu Nekrose von
Tubulusepithelzellen. Die anschlieBende Reperfusion induziert Sauerstoffradikale, die den nekrotischen Zelluntergang
weiter verstérkt. Dadurch werden intrazellulére Bestandteile (DAMPs) freigesetzt, die TLR-Signalkaskaden aktivieren
und zur Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen/Chemokinen filhren. An der sterilen Entziindungsreaktion
sind Tubulusepithelzellen, Endothelzellen und Immunzellen beteiligt. In intrarenalen DCs wird IRF4 durch den
oxidativen Stress induziert und reduziert deren starke proinflammatorische Aktivitat. In IRF4-/- M&usen fehlt diese
entziindungshemmende Wirkung, so dass es zur verstérkten Ausschiittung von Zytokinen/Chemokinen kommt. Dadurch
wird der Gewebeschaden aggraviert und die Nierenfunktion starker beeintrachtigt (94).
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Ischemia Reperfusion Induces IFN Regulatory Factor 4 in
Renal Dendritic Cells, which Suppresses Postischemic
Inflammation and Prevents Acute Renal Failure

Saraswati Lassen,*' Maciej Lech,*" Christoph Rommele,* Hans-Willi Mittruecker,T’i

Tak W. Mak,” and Hans-Joachim Anders*

Ischemia reperfusion (IR) activates TLRs causing subsequent sterile inflammation, for example in postischemic acute renal failure.
Unexpectedly, TLR signaling predominates in intrinsic renal cells and not in intrarenal APCs in the postischemic kidney. We hy-
pothesized that certain factors suppress APC activation and thereby limit sterile renal inflammation, for example, IFN regulatory
factor 4 (IRF-4), an inducible inhibitor of LPS signaling. Oxidative stress was a trigger for IRF4 induction in myeloid cells in vitro as
well as in CD457/CD11c+ cells in the postischemic kidney. Lack of IRF4 aggravated acute renal failure 24 h after renal artery
clamping together with increased intrarenal expression of TNF-a, IL-6, CXCL2, and CCL2 as well as excessive tubular necrosis
and peritubular neutrophil influx as compared with wild-type IR kidneys. This effect almost entirely depended on the role of IRF4
to suppress TNF-« release by intrarenal APCs because either clodronate liposome depletion of these cells or TNF-« blockade with
etanercept entirely abrogated the aggravation of cytokine expression and acute renal failure in Irf4-deficient mice. Thus, loss-of-
function mutations in the IRF4 gene predispose to IR injury because the postischemic induction of IRF4 in resident APCs like
CD11c* dendritic cells, suppresses them to secrete TNF-a, and thereby limits inappropriate immunopathology. The Journal of

Immunology, 2010, 185: 1976-1983.

stroke, myocardial infarction, limb ischemia or postischemic

acute renal failure commonly cause disability requiring costly
medical care. Beyond direct hypoxic cell damage, IR triggers in-
nate immune responses, which, for example, in the kidney, contrib-
ute indirectly to tubular cell necrosis and renal failure (1). How
does IR cause innate immune activation? Several studies have
documented that this process involves TLRs, a group of germ-
line-encoded pathogen-recognition receptors that are highly con-
served among species from Drosophila to humans (2). TLRs are
transmembrane receptors in outer or endosomal membranes of
macrophages, dendritic cells (DCs), neutrophils, B cells, and
NK cells. Several TLRs are also expressed in nonimmune cells,
including TLR2 and TLR4 on renal tubular epithelial cells (3).
TLR signaling involves either of the two cytoplasmic adaptor
molecules MyDS88 or Toll/IL-1R domain-containing adaptor in-
ducing IFN-B that facilitate the activation of MAPK, NF-kB or

I schemia/reperfusion (IR)-induced tissue injuries (IRIs) like
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IFN regulatory factor (IRF) (4). In renal infection TLR activa-
tion drives the local production of proinflammatory cytokines,
chemokines, and other soluble mediators that orchestrate inflam-
mation and host defense (5, 6). Remarkably, damaged tissues re-
lease endogenous molecules that have the potential to activate
TLR2/MyD88 and TLR4/MyD88 just like microbes (7, 8). This
mechanism, referred to as danger signaling, also contributes to the
sterile inflammation during IRIs. For example, Tlr4-, Tir2-,
and/or Myd88-deficient mice are protected from renal IRIs
(9-11) similar to that of the liver (12), the heart (13, 14), and the
brain (15). The network of intrarenal DC is considered to signifi-
cantly contribute to danger signaling in the kidney (16). However,
transfer of Tlr2-deficient bone marrow into wild-type recipient
mice did not affect the extent of acute renal failure, whereas 71r2-
deficient recipients of wild-type bone marrow were protected from
acute renal failure (9, 10). Similarly, transfer of 7/r4-deficient bone
marrow into wild-type recipient mice had only a minor affect the
extent of acute renal failure, whereas Tlr4-deficient recipients of
wild-type bone marrow were protected from acute renal failure like
Tlr4-deficient recipients of T/r2-deficient bone marrow (9, 10). Ob-
viously, TLR2 and TLR4 signaling in intrarenal myeloid cells is less
important as compared with that in parenchymal cells of the post-
ischemic kidney. We speculated that certain factors suppress TLR
signaling in intrarenal myeloid cells during IR. Several endogenous
molecules counterbalance inappropriate TLR2 and TLR4 signaling
(17). For example, single Ig/IL-1-related receptor (SIGIRR) is
a member of the transmembrane TLR/IL-1R family that inibits
TLR2/MyD88 and TLR4/MyD88 signaling via its intracellular do-
main (18-20). The constitutive expression of SIGIRR in intrarenal
DCs (21) suppresses renal DC activation during IR and thereby
limits postischemic sterile inflammation and protects from acute
renal failure (22, 23). We speculated that beyond such constitutively
expressed inhibitors the control of IRIs may also involve inducible
inhibitors of TLR signaling in renal DCs.
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We considered Irf4 as a candidate gene for such an inducible
suppressor of postischemic innate immune activation. IRF4 is a
member of the IRF transcription factor family but unlike other IRFs,
IRF4 is not regulated by IFNs and its expression is restricted to im-
mune cells (24). By contrast, IRF4 has multiple regulatory functions
in adaptive immunity (24, 25). For example, IRF4 is required for the
maturation of B and T cells (26), isotype switching (27), the ability of
T regulatory cells to suppress Th2 responses (28), and the induction
of Th17 T cells (29, 30). IRF4 also regulates innate immunity as it can
suppress TLR2 and TLR4 signaling by binding to MyD88, which
impairs its interaction with downstream signaling elements (31). For
example, bacterial products specifically induce IRF4 in DCs of the
intestinal wall, a mechanism that protects mice from experimental
colitis (32). We therefore hypothesized that IR can also induce IRF4
in renal APCs that may suppress postischemic renal inflammation
and acute renal failure, a hypothesis supported by our results.

Materials and Methods

Animal studies

Irf4-deficient mice were generated, genotyped, and backcrossed to the
C57BL/6J strain for 10 generations as previously described (26). Mice
were housed in groups of five mice in filter top cages with unlimited access
to food and water. Cages, nest lets, food, and water were sterilized by

IRF4

2 18
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pression in vitro and in vivo. Spleen monocytes g
(A) or tubular epithelial cells (B) were exposed z 05
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oxidase and HSP70 and IRF4 mRNA expres- 0
sion were determined after different time points
as indicated. Note that IRF4 was induced in
monocytes only. Data are mean ratios of the
specific mRNA version the respective 18s
rRNA level = SEM from three independent
experiments. #p < 0.05 versus time point zero.
C, IRF4 mRNA expression was determined in 0 0 15 4
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Total RNA was extracted from solid organs of
6-wk-old healthy C57BL/6 mice (n = 5). IRF4 D
(D) and IRF5 (E) mRNA levels were determined
in postischemic or sham-operated kidneys at 1,
5, or 10 d after surgery by RT-PCR. IRF4 and
IRF5 mRNA expression in untouched mice is
shown as a baseline control. Data are means
of IRF4 and IRF5 mRNA per respective 18s
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autoclaving before use. All experimental procedures were approved by
the local government authorities. CI2MDP (clodronate) was a gift from
Roche Diagnostics (Mannheim, Germany) and incorporated into liposomes
as previously described (33). Baseline mRNA expression of TNF-a, IL-
6, IL-12, MIP2, TGF-f, and IFN-vy was identical in wild-type and [I_‘f47/7
mice (data not shown). In one experiment wild-type mice were injected
with 5 mg/kg of the cell-permeant superoxide-dismutase mimetic manga-
nese (III) tetrakis (1-methyl-4-pyridyl) porphyrin (MnTMPyP, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) 12 h before surgery, right after surgery,
and 12 h after surgery. In other experiments wild-type mice were injected
i.v. with 200 pl clodronate- or control-liposomes on days —3 and —2 be-
fore the IR procedure as described (34). The TNF-« inhibitor etanercept
(Wyeth Pharma, Madison, NJ) was given into the abdominal cavity after
clamp removal at a single dose of 10 mg/kg.

Induction of renal IRIs

Groups of mice (n = 6) were anesthetized as described (22) before both
renal pedicles or only the left renal pedicle were clamped for 30 or 45 min
with a microaneurysm clamp via 1 cm flank incisions (Medicon, Tutt-
lingen, Germany). Body temperature was continuously measured with
a rectal probe and maintained at 36°C-37°C throughout the procedure by
placing the mice on a heating pad. After clamp removal, the kidney was
inspected for restoration of blood flow as evidenced by returning to its
original color before closing the wound with standard sutures (35). To
maintain fluid balance, all mice were supplemented with 0.5 ml saline.
Mice were sacrificed 1, 5, and 10 d after surgery, and pieces from IRIs and
contralateral (sham) kidneys were either snap frozen in liquid nitrogen or
fixed in 10% buffered formalin.
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FIGURE 2. [R-triggered tubular injury. Postischemic and sham kidneys
were obtained from /rf4-deficient and wild-type mice at various time inter-
vals as indicated. A, Periodic acid-Schiff stains from paraffin-embedded
kidneys are shown at a magnification of X100. B, Semiquantitative mor-
phometry of tubular injury is shown as means = SEM from five to six mice
of each group. *p < 0.05 versus wild-type of the respective time point.

Histological evaluation

Kidneys were embedded in paraffin and 2 pm sections were used for periodic
acid-Schiff stains and immunostaining as described (36). Postischemic tu-
bular injury was scored by assessing the percentage of tubules in the cortico-
medullary junction that displayed cell necrosis, loss of brush border, cast
formation, and tubular dilatation as follows: 0, none; 1, =10%; 2, 11-25%; 3,
26-45%; 4, 46-75%; and 5, >76% (35). For immunostaining the following
primary Abs were used: rat anti-Mac2 (Cederlane, Ontario, Canada, 1:50),
rat anti-mouse neutrophils (Serotec, Oxford, U.K., 1:50). To count interstitial
cells, 10 cortical high power fields (hpf) (400X) were analyzed. All assess-
ments were performed by two blinded observers (S.L. and H.J.A.).

RNA preparation and real-time quantitative (TagMan) RT-PCR

Reverse transcription and real-time RT-PCR from total renal RNA or renal
cell types isolated by magnetic bead isolation was prepared as described
(21). SYBR Green Dye detection system was used for quantitative real-
time PCR on Light Cycler 480 (Roche, Mannheim, Germany). Gene-
specific primers (300 nM, Metabion, Martinsried, Germany) were used
as listed in Table 1. Controls consisting of ddH,O were negative for target
and housekeeper genes.

Western blot

Western blot for IRF4 protein was performed from kidney protein extracts,
which were incubated in two times loading buffer for 5 min at 95°C, re-
solved by 10% SDS-PAGE, and transferred to an Immobilon-P membrane
(Millipore, Eschborn, Germany). After blocking with 5% BSA, the filter
was incubated with a rabbit polyclonal anti-IRF4 Ab (1:1000; Cell Sig-
naling) overnight in TBS. Immune complexes were visualized using a per-
oxidase-conjugated anti-rabbit IgG Ab (1:10000, Cell Signaling Technol-
ogy, Beverly, MA) for 1 h and processed for detection by ECL (Amersham
Pharmacia Biotech Europe, Freiburg, Germany).

In vitro studies

Spleen monocytes were isolated from C57BL/6J wild-type mice and grown
on 6-well plates in 10% FCS 1% PS RPMI 1640 medium. Mouse tubular
epithelial cells were seeded (5 X 10° cells/ml) in 10% FCS 1% PS DMEM
medium on 6-well plates and grown overnight to subconfluence. Cells were
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treated with 2,5 mM hypoxanthine (Sigma-Aldrich) and 0.005 U/ml xan-
thine oxidase (Sigma-Aldrich) serving as reactive oxygen species (ROS)
donors. Cells were incubated at 37°C, 5% CO, for 1.5-24 h, collected, and
the RNA was isolated with PureLink RNA mini kit according to the man-
ufacturer’s instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA). IRF4 and HSP70
mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR.

Statistical analysis

Data were expressed as mean £ SEM. Data from wild-type and [rf4-
deficient mice were compared with ANOVA on ranks, followed by the
Student—-Newman-Keuls test using SigmaStat Software (Jandel Scientific,
Erkrath, Germany). Student 7 test was used for direct comparisons between
wild-type and Irf4-deficient cells/mice. A p value <0.05 indicated statis-
tical significance.

Results
Renal IR induces IRF4 in renal CD45%/CDI11c* cells

We first studied whether oxidative stress is a trigger for IRF4 in-
duction by exposing C57BL/6 mouse monocytes and tubular epi-
thelial cells to a mixture of hypoxanthine and xanthineoxidase, which
served as a ROS donor. Monocytes significantly induced IRF4 and
HSP70 mRNA (Fig. 14), whereas tubular epithelial cells induced
HSP70 but not IRF4 (Fig. 1B). Thus, oxidative stress is a previously
unknown trigger for IRF4 expression in monocytes. An IRF4
mRNA expression screen in solid organs of healthy adult C57BL/6
mice revealed low IRF4 mRNA expression levels in kid-
ney as compared with the high levels in spleen, thymus, and bone
marrow (Fig. 1C). Therefore, we next determined whether IRF4 and
IRFS5 are induced during renal IRIs by measuring IRF4 and IRF5
mRNA levels in IRIs and sham kidneys by real-time PCR. Groups
of C57BL/6 mice underwent unilateral clamping of the renal artery
for 45 min, and both kidneys were harvested at 1, 5, and 10 d after
surgery. Surgery itself did not significantly induce IRF4 or IRF5
mRNA Ievels in sham kidneys over time, whereas IRF4 (but not
IRF5) mRNA levels were significantly elevated from day 5 com-
pared with baseline (Fig. 1D, 1E). IRF4 mRNA mainly originated
from intrarenal CD457/CD11c" cells when we compared IRF4
mRNA expression of CD45/CD11c¢-depleted with CD45%/CD11c*
cell isolates from postischemic kidneys 24 h after reperfusion (Fig.
1F). Pretreating mice with the superoxide dismutase agonist and
antioxidant MnTMPyP entirely blunted the postischemic IRF4 in-
duction in renal CD45%/CD11c" cells (Fig. 1F). Therefore, we con-
clude that mouse kidneys express low levels of IRF4 but oxidative
stress induces IRF4 expression in resident CD45%/CD11¢" cells.

Lack of IRF4 aggravates postischemic acute renal failure and
renal IRIs

To determine the functional role of IRF4 induction in renal IRIs, we
first induced bilateral renal IR for 30 min in wild-type and Irf4 ™"~
mice (n = 5-6), respectively. In wild-type mice, serum creatinine
levels increased from 0.4 = 0.2 mg/dl at baseline to 1.6 =
0.3 mg/dl within 24 h. In Irf4~'“mice, serum creatinine levels in-
creased from 0.4 = 0.1 mg/dl to 2.9 = 0.1 mg/dl (p = 0.01 versus
wild-type). Thus, lack of IRF4 aggravates acute renal failure after
bilateral renal artery clamping in mice. The impact of the IRF4
genotypes on renal excretory function correlated with the extent of
renal IRI after unilateral renal artery clamping. IRF4-deficiency
enhanced IRI as evidenced by the composite score of widespread
tubular necrosis, loss of brush border, cast formation, and tubular
dilatation at the corticomedullary junction in the IR kidney (Fig.
2). The difference of IRI between [rf4 '~ and Irf4*"* mice was ev-
ident at day 1, 5, and 10 postsurgery. Contralateral kidneys were
neither significantly affected by the surgical procedure nor by the
Irf4 genotype. Together, lack of IRF4 aggravates postischemic
acute renal failure and renal IRI.
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Table 1. Primers used for real-time RT-PCR
Gene Accession Number Sequence

IRF4 NC000079.5 Forward primer: 5'-CAAAGCACAGAGTCACCTGG-3'
Reverse primer: 5'-TGCAAGCTCTTTGACACACA-3’

IRF5 NM_012057 Forward primer: 5'-ATGGGGACAACACCATCTTC-3’
Reverse primer: 5'-CAGGTTGGCCTTCCACTTG-3'

CCL2/MCP-1 NMO11333 Forward primer: 5'-CCTGCTGTTCACAGTTGCC-3’
Reverse primer: 5'-ATTGGGATCATCTTGCTGGT-3'

CXCL2/MIP2 NMO009140 Forward primer: 5'-CGGTCAAAAAGTTTGCCTTG-3'
Reverse primer: 5'-TCCAGGTCAGTTAGCCTTGC-3'

IL-6 NMO031168 Forward primer: 5'-TGATGCACTTGCAGAAAACA-3’
Reverse primer: 5'-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGG-3'

TNF-a NMO11609 Forward primer: 5'-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3'
Reverse primer: 5'-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3’

18s RNA NR003278 Forward primer: 5'-GCAATTATTCCCCATGAACG-3'

Reverse primer: 5'-AGGGCCTCACTAAACCATCC-3’

IRF4 suppresses TNF-«, IL-6, CCL2/MCP-1, and CXCL2/
MIP2 expression after IR

It is known that IRF4 inhibits TLR-mediated expression of proin-
flammatory cytokines and chemokines (31), hence, lack of IRF4
may aggravate renal IRIs via increasing local cytokine and chemokine
expression. We therefore determined the renal mRNA levels of IL-
6, TNF-o,, CXCL2/MIP2, and CCL2/MCP-1 (Table I). Lack of IRF4
was associated with significant higher mRNA levels of all of these
factors at day 1 after renal artery clamping (Fig. 3A). The increase of
IL-6 and TNF-a exclusively originated from intrarenal CD45/CD11c
positive DCs, whereas CXCL12/MIP2 and CCL2/MCP-1 also origi-
nated from other CD45" leukocytes that had been isolated from kid-
neys of wild-type and Irf4-deficient mice 24 h after IR (Fig. 3B).
However, lack of IRF4 had no effect on cytokine and chemokine
expression in CD45 negative renal parenchymal cells (Fig. 3B). Thus,

IRF4 prevents postischemic acute renal failure by suppressing the
early activation of intrarenal leukocytes, thereby preventing the ex-
pression of those proinflammatory cytokines and chemokines, which
are known to trigger postischemic neutrophil recruitment and renal
inflammation (34, 37).

Lack of IRF4 enhances interstitial neutrophil recruitment after
IRIs

We suspected the increased intrarenal expression seen in Irf4-
deficient mice would be associated with additional leukocyte influx.
In fact, immunostaining documented increased neutrophil numbers
at the corticomedullary junction adjacent to necrotic tubuli and in
intratubular casts at 1 or 5 d after IR in /rf4-deficient versus wild-
type mice (Fig. 4A, 4B). By contrast, the Irf4 genotype did not affect
the amount of interstitial macrophages or T cells as determined by

A & 3 IL-6 W /f4+/+ 15 *
g . [ irf4-/- CXCL2IMIP2
< 2 10
x
a *
g 1 5
z
4
: Aﬂf\_lj_kﬂ—_
0! 0l
FIGURE 3. Renal cytokine and chemokine mRNA ”.Z' 4 T 30 *
expression after IRIL. A, Total RNA was extracted from % N TNF-o CCL2/MCP1
ischemic (designated as IR) and contralateral (desig- <Z( 20
nated as Co) kidneys of IRF4-deficient (white bars) or x 2
wild-type C57BL/6 mice (black bars) at different time 3
intervals after IR as indicated. B, Renal cell suspensions 2 1 10
from mice of both genotypes 24 h after surgery under- z
went magnetic bead isolation to separate CD45/CD11c £ 0 0l
double positive renal DCs, CD45%/CD11¢™ renal leu- Baseline IR Co IR Co IR Co BaselinelR Co IR Co IR Co
kocytes, and CD45 negative intrinsinc renal cells. In A 1 5 10 days 1 5 10 days
and B, mRNA expression levels were determined for
the indicated cytokines and chemokines by real-time B IL-6 TNF-o. CXCL2/MIP2 CCL2/MCP1
RT-PCR. Data are expressed as mean of the ratio versus 1.0 40 100 *
the respective 18s rRNA level = SEM. #p < 0.05 versus & * W /744 100
wild-type. i ] irf4-+- *
<
g
5 05 20 50 50
@© *
< *
z
4
£
0 0 0 0
bbb 50w Hb 509l b oo b6 HL v
65 3688 852583 85358a 85 2585
0§ 000 08 000 ©0§8 000 0§ 00 “o

010T ‘L7 1oquaidag uo F1o-jounwiwil[-mmm wolj papeojumo



1980

the F4/80 positive interstitial area or by counting CD3 positive cells,
respectively (Fig. 4B). Together, IRF4 suppresses postischemic
acute renal failure and IRI in association with a lower influx of
neutrophils early after IR.

Clodronate liposomes abrogate the IRl aggravation in Irf4-
deficient mice

As we found TNF-a to be much induced in postischemic kidneys of
Irf4-deficient mice and because intrarenal resident DCs had been
reported to be the major source of TNF-« in postischemic kidneys
(34), we speculated a dominant role of IRF4 to suppress TNF-a release
in these cells. To address this question, we used i.p. injections of
clodronate liposomes, a standard procedure to deplete intrarenal
APCs (34). Clodronate injected 2 and 3 d before bilateral IR entirely
prevented the aggravation of acute renal failure in /rf4-deficient mice
(Fig. 5A). Clodronate also prevented the intrarenal induction of
TNF-a, IL-6, CXCL2/MIP2, and CCL2/MCP-1 mRNA expression
in Irf4-deficient mice (Fig. 5B). Together, renal IR specifically induces
IRF4 in resident CD45*/CD11c" cells, which suppresses their poten-
tial to massively induce TNF-a and other proinflammatory mediators
of postischemic renal inflammation and acute renal failure.

The aggravation of postischemic renal failure in Irf4-deficient
mice is mediated by TNF-«

Is the enhanced renal cytokine expression in [rf4-deficient mice
causative for IRI and acute renal failure? To answer this question
we blocked the biological effects of IR-induced TNF-a by a single
dose of the functional TNF-a antagonist etanercept in both wild-
type and Irf4-deficient mice. Etanercept, given directly after reperfu-
sion completely abrogated the effect of the /rf4 genotype on serum

A Control
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creatinine levels at 24 h after IR (Fig. 5A). Etanercept also prevented
the induction of TNF-«, IL-6, CXCL2/MIP2, and CCL2/MCP-1
mRNA expression in [rf4-deficient mice (Fig. 5B). Thus, unblocking
of TNF-a induction in intrarenal CD45%/CD11c* cells is the domi-
nant machanism by which IRF4-deficiency aggravates acute renal
failure.

Discussion
IRF4 was recently reported to suppress TLR signaling in DC by
preventing the interaction of MyDS88 with IRF5 (31). Because
postischemic inflammation involves MyD88 signaling we hypothe-
sized IRF4 may act as an endogenous inhibitor of postischemic DC
activation and thereby limit sterile inflammation and organ failure.
Our data confirm this hypothesis and illustrate that the activation
of postischemic inflammation is balanced by IRF4 induction, which
prevents overshooting immunopathology by suppressing the ex-
pression of proinflammatory mediators like TNF-a in resident APCs.
IRF4 is an immune cell-specific transcription factor that regu-
lates B and T cell development as well as multiple aspects of adap-
tive immunity (26). Previous studies have mostly focused on the
role of IRF4 in driving lymphoid malignancies (25), but IRF4 also
controls the maturation of DCs in other settings (31, 32, 38-40),
for example, on exposure to TLR or NOD-like receptor agonists.
Our data document that oxidative stress adds onto the list of
triggers for IRF4 induction, which suggests IRF4 regulates the
activation of resident APCs in ischemic tissues. This was evi-
denced by exposing monocytes to hypoxanthine and xanthineox-
idase, which generate ROS and induce stress response genes like
HSP70 in a controlable manner in vitro (41). IRF4 was found to be
induced not before 24 h after ROS exposure in spleen monocytes,
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FIGURE 5. DC depletion and TNF-a blockade
modulate IRI acceleration in [rf4-deficient mice.
Wild-type and Irf4-deficient mice underwent bilateral

IR for 45 min after having received an i.p. injection of
clodronate that specifically depletes macrophages and

DCs. Other groups of mice received an i.p. injection of B
etanercept that blocks extracellular TNF-a. A, Data
represent mean serum creatinine levels = SEM of
five mice in each group 24 h after bilateral IR. Note
that clodronate or etanercept treatment both prevented
the aggravation of acute renal failure seen in untreated
Irf4-deficient mice. B, Intrarenal cytokine and chemo-
kine expression was quantified by real-time RT-PCR.
Data are expressed as mean of the ratio versus the re-
spective 18s rRNA level = SEM. #p < 0.05 versus
wild-type. Note that clodronate or etanercept treatment
both prevented the induction of proinflammatory medi-
ators in /rf4-deficient mice.

control

+ clodronate

+ etanercept

which was consistent with increased renal IRF4 expression 24 h
after renal artery clamping, a phenomenon entirely prevented by an-
tioxidant treatment. As such, oxidative stress does not induce IRF4 as
an early response gene like IRFI, which was previously shown to
respond within 15 min of oxidative stress (41). The delayed IRF4
response versus the rapid induction of IRF1 is interesting because
IRF-1 promotes postischemic renal inflammation and acute renal
failure (41), whereas our data documents the opposite for IRF4. Ob-
viously, immediate induction of IRF1 fosters rapid onset of inflam-
mation, namely, cytokine release and neutrophil influx, whereas the
somewhat delayed IRF4 induction counterbalances and thereby lim-
its the rapid postischemic immune response. As another aspect oxi-
dative stress induces IRF4 only in myeloid cells, whereas IRF1 is also
induced in tubular epithelial cells (41). Obviously, controling the ac-
tivation of resident APCs is sufficient to prevent overshooting post-
ischemic renal inflammation. This concept is supported by the role of
SIGIRR in IR, a constitutively expressed molecule that also specif-
ically inhibits the activation of resident DCs in the postischemic kid-
ney (22, 23).
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How does IRF4 induction suppress IRI? Renal IRI was recently
reported to involve the activation of TLR2 and TLR4 (9-11, 42),
potentially because dying tubular epithelial cells release intracel-
lular molecules that can ligate TLR2 and TLR4 on adjacent cells
and thereby act as so-called “damage-associated molecular pat-
terns” (7). TLR2 and TLR4 both signal via the intracellular adap-
tor MyD8S, as such, MyD88-deficient mice are also protected
from IRI (12, 43) and postischemic acute renal failure (10, 11).
IRF4 induction inhibits outside-in TLR/MyD88 signaling by bind-
ing to MyD88 and blocking the interaction sites for down-
stream signaling molecules (31). Therefore, Irf4-deficient APCs
displayed enhanced NF-«kB activation and subsequent expression
of proinflammatory mediators in vitro and in vivo (31, 32). Our data
are consistent with this concept as lack of IRF4 was associated
with increased expression of TNF-a and other NF-kB—dependent
proinflammatory mediators in postischemic kidneys. Myeloid cell-
derived cytokines were responsible for IRI aggravation in Irf4-
deficient mice as depletion of monocytic APCs with clodronate
liposomes entirely abrogated this phenotype. Furthermore, TNF-a
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FIGURE 6. Model for the role of IRF4 in postischemic acute renal failure.
Left panel, Ischemia reperfusion-induced ROS activate tubular epithelial
cells to release DAMPs that active TLRs signaling and the subsequent pro-
duction of proinflammatory cytokines and chemokines in intrinsic renal cells
(white) as well as intrarenal APCs (light gray). ROS-induced induction of
IRF4 suppresses TLR signaling in APCs and thereby limits postischemic
inflammation and renal dysfunction. Right panel, Loss-of-function muta-
tions or deficiency of the entire IRF4 gene results in enhanced TLR signaling
in APCs and thereby increases intrarenal cytokine and chemokine produc-
tion. This phenomenon increases postischemic intrarenal inflammation and
renal dysfunction. DAMP, damage-associated molecular pattern.

Renal inflammation and dysfunction

was the dominant proinflammatory mediator that accounted for
disease aggravation as TNF-a blockade almost completely pre-
vented the phenotype of Irf4-deficient mice. This finding is consis-
tent with the known role of myeloid cell-derived TNF-a in renal
IRIs (34, 44) and our data document that IRF4 suppresses the
induction of much more TNF-a secretion in these cells.

Irf4-deficient mice display a number of baseline immune abnor-
malities, which potentially might affect outcomes of our experi-
ments. IRF4 has nonredundant roles for the maturation of B and
T cells (26), isotype switching (27), the ability of T regulatory cells
to suppress Th2 responses (28), and the induction of Th17 T cells
(29, 30). The immunoregulatory roles were shown to impair adap-
tive immune responses, for example, after immunization. Postische-
mic acute renal failure is largely devoid of adaptive immunity al-
though Tand B cell infiltrates have been described several days after
renal pedicle clamping (45). However, depleting lymphocytes, for
example, with antithymocyte globulin, does not affect outcomes in
postischemic acute renal failure (46) and dedicated roles of single
lymphocyte subtypes mainly regulate the healing late after renal
pedicle clamping (45). By contrast, we found major phenotype dif-
ferences between Irf4-deficient and wild-type mice already 24 h
after surgery. Furthermore, if deficiencies in adaptive immunity
were to affect the postischemic phenotype in /rf4-deficient mice
these would rather have resulted in less than in exaggerated renal
inflammation. We therefore do not consider this aspect to affect the
interpretation of our results.

In summary, our findings allow three conclusions. First, resident
CD45*/CD11c¢* APCs are central regulators of sterile inflamma-
tion in the postischemic kidney and their activation needs to be
counterbalanced to avoid inappropriate immunopathology (Fig.
6). Second, IRF4 is an inducible inhibitor of monocytes and DC
activation by oxidative stress in vitro and in vivo. Third, our data
identify loss-of-function mutations in the Irf4 gene as a genetic
risk factor for IR injuries such as postischemic acute renal failure.
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