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1. Einleitung

1.1. Akutes Nierenversagen und chronische Nierenerkrankung

Der akute Nierenschaden stellt ein grofles intensivmedizinisches Problem dar. Bis zu 67 %
der Patienten, die auf Intensivstationen aufgenommen werden, erleiden einen mehr oder
weniger starken, akuten Nierenschaden.® Dariiber hinaus haben bereits moderate
Auspriagungen der Erkrankung signifikante Auswirkungen auf Mortalitit und Dauer bzw.
Kosten des Krankenhausaufenthalts. Das akute Nierenversagen ist ein Krankheitsbild, das
durch eine rasche Abnahme der Exkretionsfunktion der Niere, innerhalb von Tagen oder
sogar Stunden, charakterisiert ist. Zusdtzlich kommt es zu erhdhten Kalium- und
Phosphatspiegeln,  verringerter ~ Urinausscheidung und  zur  Anhdufung  von
Stoffwechselprodukten wie Harnstoff und Kreatinin.*> Fiir die Diagnosestellung stehen
mehrere Klassifikationssysteme zur Verfligung. Neben den etwas dlteren RIFLE- und AKIN-
Kriterien®’ enthalten die KDIGO-Leitlinien die aktuellsten Kriterien. Letztere beriicksichtigen
nur den Serumkreatininspiegel und die Urinausscheidung. Somit kann ein akuter
Nierenschaden diagnostiziert werden, wenn mindestens eine der folgenden Bedingungen
erfiillt ist:

Anstieg der Serumkreatininkonzentration um 0,3 mg/dl oder mehr innerhalb von 48

Stunden, sofern ein Volumenmangel zuvor addquat ausgeglichen wurde;

Anstieg der Serumkreatininkonzentration auf das 1,5-fache des Basalwertes innerhalb

von 7 Tagen;

Urinausscheidung von weniger als 0,5 ml/kg/h innerhalb von 6 Stunden.®
Die therapeutischen Moglichkeiten sind begrenzt und umfassen zunédchst nur die
Sicherstellung eines suffizienten Kreislaufs, ausreichender Oxygenierung und Energiezufuhr
sowie eine intensive Uberwachung der Urinausscheidung, der Elektrolytspiegel und des
Serumkreatinins. Letztendlich bleibt bei drastischen Verdanderungen des Elektrolyt-, Sdure-
Basen- oder Wasserhaushalts nur eine notfallméBige Nierenersatztherapie, um den Patienten
vor den potentiell letalen Komplikationen zu bewahren.®
Das akute Nierenversagen ldsst sich in eine prirenale, renale und postrenale Form einteilen.
Wihrend postrenale Formen durch eine Obstruktion der ableitenden Harnwege bedingt sind,
umfassen renale Ursachen vor allem akute Glomerulonephritiden und nephrotoxische
Medikamente wie z.B. einige Antibiotika oder Kontrastmittel.” Das prirenale Nierenversagen

hingegen beruht auf einer Ischdmie des Nierenparenchyms und stellt in modernen Landern
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bzw. bei hospitalisierten Patienten die hiufigste Atiologie dar.” Die Entstehung verlduft meist
sekunddr durch andere Erkrankungen wie Hypovoldmie, Herzinsuffizienz, Sepsis oder
Anaphylaxie.” (Abbildung 1) Durch die Minderdurchblutung der Niere kommt es zum
Gewebeschaden und nachfolgend zu einer Entziindungsreaktion.'® Hierbei spielen das
angeborene Immunsystem und insbesondere Mustererkennungsrezeptoren wie 7oll-like

Rezeptoren (TLRs) eine wichtige Rolle.'""

Sie konnen durch Pathogenbestandteile, jedoch
auch durch endogene Gefahrensignale wie z.B. dem Molekiill HMGBI1 aus nekrotischen
Zellen aktiviert werden.” Die Bindung dieser Liganden an Mustererkennungsrezeptoren fiihrt
zur Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen und Immigration von Immunzellen.'
Dadurch kann einerseits die Geweberegeneration gefordert werden, andererseits kommt es
auch im groBen AusmaB zu einer Vernarbung und Destruktion des Nierenparenchyms.>"?

Ein groBes medizinisches und 6konomisches Problem stellt das chronische Nierenversagen
dar. Zwei bis drei Prozent der jdhrlichen Kosten in Gesundheitssystemen entwickelter Lander
werden durch die Behandlung von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz verursacht.
Wenn man bedenkt, dass diese Patientengruppe nur 0,02-0,03 % der Bevolkerung ausmacht,

. . . . 1
ist hier von einer extremen Belastung des Gesundheitssystems auszugehen.'®

Vaskulare Veranderungen
Vaskulitiden
Nierenarterienembolien

Sepsis

Hepatorenales

Herzinsuffizienz Syndrom

Vermindertes
intravaskulares Volumen

Blutungen Medikamente
Leberzirrhose NSARs
Gastrointestinale Verluste ACE-Hemmer

Abbildung 1: Genese des ischimischen Nierenversagens. Nach Bonventre 2011 '’

Eine Vielzahl von Erkrankungen und Faktoren beeinflussen auf verschiedene Art und Weise die
Durchblutung der Niere. Kann die Sauerstoffversorgung der Zellen nicht mehr aufrechterhalten
werden, kommt es zum akuten Schaden des Nierenparenchyms.
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Definiert wird die chronische Nierenerkrankung durch eine mehr als 3 Monate bestehende
Einschrinkung von Struktur oder Funktion der Nieren. Dazu gehort z.B. ein Abfall der
glomeruldren Filtrationsrate (GFR) auf unter 60 ml/min/ 1,73 m? Kdorperoberflache oder das
Vorhandensein einer Albuminurie {iber 30 mg Albumin/g Kreatinin im Urin. Es kénnen
jedoch auch strukturelle Verdnderungen, wie z.B. Abnormititen in einem Nierenbiopsat,
Ausdruck einer chronischen Nierenerkrankung sein.'® Letztendlich kommt es bei jeder
chronischen Nierenerkrankung zur Schiadigung und Verlust von Nephronen, die fiir die
Funktion der Niere essentiell sind.

Die Einteilung und Stadienbeschreibung, die vor allem fiir die weitere Prognose des Patienten
wichtig ist, erfolgt anhand von drei Kriterien: Die GFR, das Ausmal} der Albuminurie und die
zugrundeliegende Ursache fiir die entstandene Niereninsuffizienz. Je nach Ausprigung
konnen hierbei sechs Stadien beziiglich der GFR und drei Stadien beziiglich der Albuminurie
unterschieden werden. (Tabelle 1) Bei einer glomeruldren Filtrationsrate von unter 15 ml/min
pro 1,73 m” Korperoberfliche wird von einer terminalen Niereninsuffizienz gesprochen.'®
Wie jedes Organversagen fiihrt der chronische Nierenschaden langfristig zu Komplikationen.
Die verminderte Ausscheidung von Fliissigkeit bewirkt eine Volumeniiberladung. Weiterhin
entsteht bei der Vielzahl der Patienten eine arterielle Hypertonie, was zu einem groflen Teil
zur hohen kardiovaskuldren Komplikationsrate der Erkrankung beitrigt.'” Die Verdnderungen
im Mineralhaushalt umfassen vor allem Hyperkalidmie, Hyperphosphatdmie und
Hypokalziamie. Es wird auch die Entstehung eines sekunddren Hyperparathyroidismus
gefordert, wodurch es zur Osteopenie mit Neigung zu Frakturen kommt.”® Die chronische
Niereninsuffizienz beeintrdchtigt auch die Bildung des korpereigenen Hormons
Erythropoetin, das die Proliferation von Erythrozytenvorstufen im Knochenmark stimuliert.
Folglich kommt es zur Ausbildung einer renalen Animie.*® Selbstverstindlich sind akutes und
chronisches Nierenversagen eng miteinander verstrickt. So fiihrt ein akuter Nierenschaden in
vielen Féllen zur Entwicklung einer chronischen Nierenerkrankung. Genauso ist die

chronische Erkrankung ein Risikofaktor fiir die Entstehung des akuten Nierenversagens.”'
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Tabelle 1: Einteilung der chronischen Nierenerkrankung nach KDIGO."
Albuminurie in mg Albumin/ g Kreatinin im Urin
Al A2 A3
<30 30-300 >300
w |Gl >90 GIlAI Gl1A2 GIA3
S“ G2 60-89 G2Al G2A2 G2A3
g G3a 45-59 G3aAl G3aA2 G3aA3
E G3b 30-44 G3bAl G3bA2 G3bA3
§ G4 15-29 G4Al G4A2 G4A3
% G5 <15 GS5Al G5A2 G5A3

GFR = glomerulire Filtrationsrate

Therapeutisch versucht man, wie beim akuten Nierenversagen, den Fliissigkeits- und
Elektrolythaushalt in den Griff zu bekommen, was oft nur mit Hilfe -einer
Nierenersatztherapie mdglich ist. Dartiber hinaus wird eine renale Andmie mit Erythropoetin
behandelt und durch Finsatz von Phosphatbindern der sekundidre Hyperparathyroidismus

abgeschwicht.”

1.2. Sepsis und Endotoxintoleranz

Die Sepsis ist ein Krankheitsbild, das trotz einer Vielzahl an therapeutischen Moglichkeiten
auch heutzutage eine nicht selten unbeherrschbare Situation auf Intensivstationen darstellt.
Durchschnittlich betridgt die Letalitdt 40% bis 50%, selbstverstindlich variierend je nach
Schwere der Erkrankung des Patienten.”” Auch im Fall einer erfolgreichen Behandlung
kommt es oft zu Komplikationen wie z.B. neurologischen Folgeschiden und akutem
Nierenversagen.”” Die Diagnose umfasst sowohl klinische, als auch laborchemische
Parameter. Dazu gehoren der klinische oder mikrobiologische Nachweis einer Infektion und
das Vorliegen eines ,,Systemic Inflammatory Response Syndroms* (SIRS) durch Erfiillung
mindestens zwei der folgenden Kriterien: Korpertemperatur > 38°C oder kleiner 36°C;
Atemfrequenz > 20/min oder pCO; < 32mmHg; Herzfrequenz > 90/min; Leukozytenzahl im
Blut > 12000/ul oder < 4000/p1.**

Eine Schliisselrolle bei der Entstehung der Sepsis spielen Mustererkennungsrezeptoren.” Es

kommt nach deren Aktivierung durch pathogene Bestandteile zu einer Ausschiittung einer
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Vielzahl entziindlicher Zytokine. Dies fiihrt beim Patienten zur Entstehung einer
hyperinflammatorischen Phase mit klinischen Entziindungssymptomen, wie z.B. Fieber.
Gleichzeitig schiittet der Korper antiinflammatorische Zytokine aus, die im Verlauf zur
Entwicklung einer immunsuppressiven Phase beitragen, die auch als ,,Compensatory Anti-
Inflammatory Response Syndrom‘ (CARS) bekannt ist. Dies bedingt hiufig die Entstehung
von lebensgefdhrlichen Infektionen mit Krankenhauskeimen wie Staphylococcus aureus oder
opportunistischen Keimen wie Candida albicans.*

Ein weiterer Erklarungsansatz fiir eine derart ausgeprigte Immunsuppression umfasst das
Konzept der sogenannten Endotoxintoleranz. Dabei handelt es sich klassischerweise um das
Phénomen, dass Monozyten, die mit dem Bakterienbestandteil Lipopolysaccharid (LPS)
vorstimuliert wurden, nach erneuter Stimulation mit LPS eine abgeschwichte
Entziindungsreaktion im Vergleich zu nicht vorstimulierten Zellen zeigen. Diese Beobachtung
konnte bereits mehrfach an menschlichen, wie auch murinen Monozyten nachgewiesen
werden.”’ Dariiber hinaus zeigen Monozyten, die aus dem Blut von Sepsispatienten isoliert
wurden, dasselbe Phanomen.?®

Therapeutisch stehen bei der Sepsis in erster Linie die kalkulierte und spiter die spezifische
Gabe eines Antibiotikums gegen den Krankheitserreger im Vordergrund. Weiterhin ist eine
adidquate Versorgung mit intravendsen Fliissigkeiten und Volumenexpandern von Ndoten,
damit eine suffiziente Perfusion der Organe sichergestellt werden kann. Sollte der Kreislauf
trotz dieser Mallnahmen instabil werden, bleiben schliefflich noch der Einsatz von
Vasopressoren wie Noradrenalin und Adrenalin.?

Interessanterweise besteht eine mogliche Alternativtherapie in der Gabe von Cortisol, um den
relativen Glucocorticoidmangel beim schweren septischen Schock auszugleichen und
iiberhdhte Entziindungsantworten zu dimpfen.”’ Kurzfristig kann durch kleine Dosen eine
Besserung erreicht werden, die darauf beruht, dass der Blutdruck gesteigert werden kann und

so eine ausreichende Blutversorgung der Organe herbeigefiihrt wird.*

1.3. Abwehrmechanismen des Korpers gegen Pathogene

Jeder Mensch setzt sich tagtiglich unbewusst einer Vielzahl von Krankheitserregern wie
Bakterien, Viren und Pilzen aus. Das Immunsystem eines jeden Menschen hat die Aufgabe zu
verhindern, dass diese Mikroorganismen dem Korper Schaden zufiigen. Es kann grob in das
angeborene und in das adaptive Immunsystem eingeteilt werden. Letzteres wird auch als das

: 1
erworbene Immunsystem bezeichnet.?
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Die Reaktion des Korpers auf eine Infektion ldsst sich vereinfacht in drei Teile untergliedern.
Kurz nach der Infektion kommt es durch Strukturen des angeborenen Immunsystems zur
unspezifischen Erkennung von potentiell pathogenen Erregern, und folglich zur sofortigen
Entziindungsreaktion und ersten mdglichen Beseitigung des Erregers.’’ Nach vier Stunden
setzt eine weitere Reaktion des angeborenen Immunsystems ein, die durch die Anlockung und
Aktivierung von Effektorzellen, wie z.B. Makrophagen gekennzeichnet ist.*' Erst 96 Stunden
nach der Primirinfektion kommt es allméhlich zur adaptiven Immunantwort mit der klonalen
Expansion von Lymphozyten, die spezifisch gegen den Krankheitserreger gerichtet sind.”!
(Abbildung 2) Dabei spielen antigen-prasentierende Zellen wie z.B. dendritische Zellen eine
wichtige Rolle, indem sie kleinere Fragmente der Erregermolekiile auf ihrer Oberfldche
exponieren und so Lymphozyten aktivieren konnen. Durch CD4-positive T-Zellen werden
dann die Entziindungsvorginge weiter vorangetriecben und durch CD8-positive T-Zellen
werden von Pathogenen befallene Zellen gezielt eliminiert.’' Im weiteren Verlauf kommt es
durch B-Zellen zur Synthese von Antikorpern, die spezifisch gegen den Krankheitserreger

gerichtet sind und somit eine endgiiltige Beseitigung des Erregers bewirken kénnen.*!

Angeborene Erkennung durch
Immunitat Infektion unspezifische
(0-4 Stunden) Effektoren

Beseitigung des
Erregers

R ) Erkennung von Mobilisierung
Frithe induzierte o o
) : molekularen und Aktivierung Beseitigung des
Reskiics i Mustern und von Erregers
(4-96 Stunden) &

Mikroorganismen Effektorzellen

Klonale
Expansion und Beseitigung des
Differenzierung Erregers
zu Effektorzellen

Adaptive Transport von Erkennung durch
Immunantwort Infektion Antigen zu den naive B-und
(>96 Stunden) Lymphorganen T-Zellen

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Abliufe des angeborenen und adaptiven
. . . 31
Immunsystems in Folge einer Infektion. (nach Janeway et al)
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1.4. Das angeborene Immunsystem

Bevor ein Krankheitserreger den Korper infizieren und ihm damit Schaden zufiigen kann,
miissen zuerst die diversen Barrieren des angeborenen Immunsystems iiberwunden werden.
Das Erste dieser Hindernisse wird durch die inneren und dufleren Epithelien gebildet. Durch
feste Zell-Zellverbindungen, die auch tight junctions genannt werden, kann an allen
Oberflichen des Korpers ein mehr oder weniger effektiver Schutz gewihrleistet werden.
Sollte es trotzdem zum Eindringen von Pathogenen kommen, kénnen diese unspezifisch von
Mustererkennungsrezeptoren gebunden werden. Durch die Bindung wird eine intrazellulére
Signalkaskade in Gang gesetzt, die eine Entziindungsreaktion mit der Freisetzung von
Zytokinen und Chemokinen einleitet. Durch die Wirkung dieser Zytokine und der
angelockten Immunzellen kann somit eine schnelle Bekdmpfung des Erregers erfolgen.
Klinisch kommt es in der Folge zur Ausbildung der Kardinalzeichen einer Entziindung: dolor
(Schmerz), calor (Uberwidrmung), rubor (Rotung), tumor (Schwellung) und functio laesa
(eingeschrankte Funktion). Die Erkennung der Pathogene durch Mustererkennungsrezeptoren
findet hauptsichlich in Immunzellen wie Monozyten, Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten, dendritischen Zellen und Lymphozyten statt. Jedoch sind auch Epithelzellen in
Darm, Niere und Leber mit Mustererkennungsrezeptoren ausgestattet.*>

Ein weiterer Mechanismus der Pathogenerkennung ist das Komplementsystem. Es ist ein
System aus Plasmaproteinen, das entweder durch direkte Bindung an den Erreger oder
indirekt durch Markierung mit Hilfe eines Antikorpers aktiviert wird. Durch die in Gang
gesetzte Reaktionskaskade kommt es entweder zur Lyse des Mikroorganismus oder zur

Zerstorung des Erregers durch Phagozyten.”’

1.5. Mustererkennungsrezeptoren

Um pathogenen Erregern wenig Zeit zu geben, sich im Koérper zu vermehren und diesem
somit zu schaden, ist eine moglichst schnelle Erkennung und Abwehr sinnvoll.
Mikroorganismen besitzen bestimmte repetitive Strukturen, die vom angeborenen
Immunsystem erkannt werden kénnen, obwohl eine frithere Exposition nie stattgefunden hat.
Diese Bestandteile nennt man Pathogen-assoziierte molekulare Muster (Pathogen Associated
Molecular Patterns, kurz PAMPs). Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition

Receptors, kurz PRRs) sind in der Lage diese zu binden und werden dadurch aktiviert.® Zu
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den wichtigsten PRRs zédhlen: Toll-like Rezeptoren (TLRs), Retinoic Acid Inducible Protein-
like Helicases (RLHs)**, Nod-like Rezeptoren (NLRs) und C-type Lectin Rezeptoren.” Fiir
jede Rezeptorfamilie gibt es spezifische Liganden. Jedoch stellen nicht nur Krankheitserreger
Liganden fiir diese Rezeptoren dar, sondern auch von Korperzellen selbst freigesetzte
Molekiile. Diese werden Gefahr-assoziierte molekulare Muster (Danger Associated
Molecular Patterns, kurz DAMPs) genannt. DAMPs werden durch nekrotische bzw.
apoptotische Zellen im Rahmen von ischdmischen oder toxischen Schadigungen freigesetzt
und aktivieren die Mustererkennungsrezeptoren in gleicher Weise wie PAMPs.*

Sobald ein Ligand an den Rezeptor gebunden hat, werden proinflammatorische Signalwege
durch Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und IRF3 in Gang gesetzt.”> Dadurch
kommt es zur Freisetzung von Zytokinen wie z.B. IL-6, IL-1p, CXCLS, IL-12, TNF-a, oder
Interferon-a/-B.>> Diese Botenstoffe wirken alle proinflammatorisch und werden, je nach
Infektionserreger, in unterschiedlichem MaBe freigesetzt. Sie wirken jedoch auf diversen
Ebenen des Immunsystems und verkniipfen teils das angeborene mit dem adaptiven
Immunsystem.”’ IL-6 bewirkt lokal eine Lymphozytenaktivierung und erhohte
Antikorperbildung. Systemisch kommt es zu Fieber und zur Induktion von Akute-Phase-

Proteinen.’!

IL-1B fiihrt lokal zur Aktivierung des Gefdlendothels und ebenfalls zur
Lymphozytenaktivierung, weiterhin kommt es zur vermehrten IL-6 Ausschiittung und
wiederum zur Fieberentstehung.’' IL-12 aktiviert NK-Zellen und T-Zellen, CXCLS8 lockt
neutrophile und basophile Granulozyten sowie T-Zellen zum Infektionsherd.”! TNF-a erhoht
die Permeabilitit der GefaBwénde und kann bei systemischer Freisetzung durch intravasalen
Volumenmangel zum Schock fiihren.’' Dariiber hinaus ist es ebenfalls an der
Fieberentstehung beteiligt. Interferon-a bzw. Interferon-B werden iiberwiegend durch virale

Infektionen induziert und bewirken eine vermehrte Virusresistenz der nicht-infizierten Zellen

und eine erhShte Antigenprésentation.”!

1.5.1. Entdeckung und Struktur von Toll-like Rezeptoren

Die bekannteste und fiir die Funktion der angeborenen Immunitét essentiellste Familie von
Mustererkennungsrezeptoren sind die Toll-like Rezeptoren.*® Vor der Entdeckung der Toll-
like Rezeptoren war {iiber die genauen molekularen Zusammenhinge des angeborenen
Immunsystems wenig bekannt. Der Zweck der angeborenen Immunabwehr wurde ohne
weitere Kenntnisse liber den genauen Mechanismus in der Aktivierung des adaptiven

Immunsystems gesehen. Die Entdeckung der Toll-like Rezeptoren zeigte auf durch welche

9



Einleitung

Signalwege diese wichtige Verkniipfung vermittelt wird und revolutionierte das damalige
Verstindnis von angeborener Immunitt.>’

Anfang der 90er Jahre des 20. Jahrhundert wurde die Entdeckung gemacht, dass das
sogenannte Protein ,,Toll* der Taufliege D. melanogaster homologe Sequenzen mit dem IL-1
Rezeptor Typ 1 (IL-1R1) teilt.”® Wenige Jahre spiter wurde in Pflanzen ein weiteres Protein
entdeckt, das an seiner N-terminalen Doméne ebenfalls Homologien mit IL-1R1 und Toll
aufweist.” Diese homologe Sequenz, die spiter bezeichnend fiir die Toll-like Rezeptoren
wurde, erhielt den Namen ,,70/l-IL-1 receptor domain* oder auch TIR-Domine. Den
endgiiltigen Beweis, dass Toll eine enorm wichtige Rolle in der Immunabwehr gegen
Pathogene spielt, wurde 1996 von Bruno Lemaitre aus dem Labor von Jules Hoffmann
erbracht.*” Letzterer erhielt fiir diese Entdeckung 2011 den Nobelpreis fiir Physiologie oder
Medizin.*' Ein Jahr spiter konnte endlich auch bei Sdugetieren ein, dem Toll-Protein in
Funktion und Struktur &hnlicher, Rezeptor beschrieben werden, der spéiter TLR4 getauft
wurde.*” Die Entdeckung der weiteren strukturverwandten Proteine TLR1, TLR2, TLR3 und
TLRS5 begriindete im Jahr 1998 die Toll-like Rezeptorfamilie.*

Bis heute sind 10 humane und 12 murine Toll-like Rezeptoren bekannt.*® Dabei handelt es
sich bei allen Subtypen um integrale Membranglykoproteine vom Typ 1. In den N-terminalen,
extrazelluliren Doménen findet die Erkennung von spezifischen Liganden wie z.B.
Pathogenen statt. Diese Mustererkennungssensoren bestehen aus ungefiahr 16-28 sogenannten
Leucin-reichen Regionen, die eine ,,LxxLxLxxN*“-Sequenz enthalten.*® Diese hoch
konservierten Domidnen konnen bei Pflanzen, Insekten und Sdugetieren wiedergefunden
werden und weisen somit auf ihre zentrale Rolle im Immunsystem hin.® Auf der
intrazelluldren Seite der Rezeptoren befindet sich die oben bereits erwdhnte TIR-Doméne, die
durch Interaktion mit Adapterproteinen die Weiterleitung der Rezeptorsignale bewirkt.*
Jedoch befinden sich nicht alle Toll-like Rezeptoren an der Oberflichenmembran: TLR3,
TLR7, TLR8 und TLRY sind ausschlieBlich in intrazelluldren Vesikeln lokalisiert.** TLRI,
TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6 und TLRI11 hingegen befinden sich an der
Oberflichenmembran.** (Abbildung 3) Alle diese TLR-Subtypen binden verschiedene
spezifische Liganden und vermodgen so ein breites Spektrum an PAMPs abzudecken. Jedoch
dienen Toll-like Rezeptoren - genauso wie viele andere PRRs - nicht nur der Erkennung von
pathogenen Strukturen, sondern vermitteln auch Entziindungsreaktionen, die von nekrotischen
Zellen verursacht werden. Beim ungeplanten Zelltod werden cytoplasmatische Komponenten
wie z.B. das zum Chromatin gehdrende Protein High Mobility Group Box 1 (HMGB1) und

Hitzeschockproteine freigesetzt, die verschiedene TLRs binden und diese aktivieren.*™*’
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Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die bereits bekannten Liganden von

Mustererkennungsrezeptoren.

TLR-2/TLR-6
TLR-1/TLR-2 ‘ o L TLR-5
- ‘ C

Mitochondrium RIG-I

NOD1 und NOD2

Endosom
TLR-7

MDA5

Abbildung 3: Uberblick iiber Mustererkennungsrezeptoren

Die Toll-like Rezeptoren TLR-1/TLR-2, TLR-2/TLR-6, TLR-4 und TLR-5 befinden sich
direkt an der Plasmazellmembran und kdnnen mit ihren extrazelluliren Doménen Pathogene
erkennen. Die TIR-Dominen befinden sich auf der intrazelluldren Seite und leiten bei
Aktivierung Signale weiter. Die Toll-like Rezeptoren TLR-3, -7, -8 und -9 befinden sich in
der Membran von Endosomen und konnen intrazelluldr gelegene Liganden erkennen. Die
RIG-I like Rezeptoren befinden sich am Mitochondrium. Weiterhin gibt es intrazellulédre
NOD1 und NOD2 Rezeptoren, die ebenfalls PAMPs erkennen kénnen.***
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1.5.2. Signalweg und Funktion am Beispiel von Toll-like Rezeptor 4

Der membranstiandige Rezeptor TLR-4 ist einer der am besten untersuchten Rezeptoren der
PRRs. Seine klinische Relevanz ist enorm, da der Zellwandbestandteil Lipopolysaccharid
(LPS) aus gram-negativen Bakterien, ein Ligand von TLR-4 ist. So vermittelt er zum groflen
Teil die Entziindungsreaktion bei der oft letalen gram-negativen Sepsis.”’

Dabei bildet TLR-4 zuerst einen Komplex mit seinem Ko-Rezeptor MD2. Gemeinsam findet
die Bindung von LPS-Molekiilen statt. Zwei dieser LPS-TLR4-MD2 Komplexe bilden dann
ein Homodimer, und durch enges Aneinanderlegen der intrazelluldren TIR-Dominen kdnnen
iiber die Proteine TIRAP/Mal bzw. TRAM die Interaktionen mit den Adapterkomplexen
MyD88 bzw. TRIF erfolgen. (siche Abbildung 4) Bei den beiden letzteren handelt es sich um
Schliisselproteine, die liber den weiteren Verlauf der Signalkaskade entscheiden. Im Falle von
MyD88 werden die Kinasen IRAK1, IRAK2 sowie IRAK4 rekrutiert und fiihren zur
Aktivierung des Ubiquitinylierungsenzyms TRAF6. Darauthin kommt es durch die TRAF6-
vermittelte Ubiquitinylierung der Kinase TAK1 und des Proteinkomplexes IKK/NEMO
schlussendlich zur Aktivierung des Schliisseltranskriptionsfaktors NF-kB. Dieser wandert in
den Zellkern und kann dort die Expression von proinflammatorischen Genen bewirken.
Letztendlich kommt es zur Ausschiittung von inflammatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-
12p40 und TNF.*

Wie vorher beschrieben wird im Signalweg von TLR-4 auch das Adaptermolekiil TRIF
aktiviert. Dieses fiihrt, anders als beim MyD88-vermittelten Weg, zur Rekrutierung von
TBK1 und IKKi, welche zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF3 fithren. Dieser
Transkriptionsfaktor kann im Zellkern die Expression vom ebenfalls proinflammatorischen
Interferon-p vorantreiben. Uber einen Zwischenweg iiber TRAF6 kann TRIF jedoch auch die

von NF-kB exprimierten Gene induzieren.** (Abbildung 4)
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Abbildung 4
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Abbildung 4 (Vorseite): Schematische Darstellung des TLR-4 Signalwegs mit seinen
Negativregulatoren

Durch Bindung des LPS/MD2 Komplexes an TLR-4 kommt es zur Rekrutierung der
Adapterproteine TRAM und TIRAP/Mal (blau). In der Folge wird entweder MyD88 oder
TRIF (violett) aktiviert. MyD88 rekrutiert iiber verschiedene Kinasen (gelb) das
Ubiquitinylierungsenzyms TRAF6 (braun). Danach wird NF-«B {iber die Kinasen TAK1 und
IKK/NEMO aktiviert und wandert in den Zellkern. Im Falle des TRIF-vermittelten
Signalwegs konnen iiber die Ubiquitinylierungsenzyme TRAF3, TRAF6 und diverse Kinasen
(gelb) sowohl IRF3, als auch NF-«kB aktiviert werden. Die verschiedenen Negativregulatoren
(rot) liben an unterschiedlichen Stellen des Signalwegs ihre Wirkung aus.

1.5.3. Andere Mustererkennungsrezeptoren

Die sogenannten RIG-I-like Rezeptoren (RLRs) sind neben den Toll-like Rezeptoren eine
weitere Gruppe von Mustererkennungsrezeptoren, die jedoch spezifisch der Erkennung von
viralen Nucleotiden dienen. RIG-I und MDAS binden die RNA diverser Viren, wie z.B. die
Erreger von Influenza, Ebola oder des Dengue-Fiebers.”' Die Erkennung wird ermoglicht
durch eine RNA Helikase Domine, die es vermag RNA zu erkennen und zu binden.”' Zur
Signaltransduktion wird der Adapter MAVS gebunden. Dies fiihrt letztendlich u.a. iiber
TRAF6 zur Aktivierung der Komplexe NEMO/IKKo/IKKf sowie TBK1, die bereits aus dem
TLR-4 Signalwegen bekannt sind. Diese vermdgen die Transkriptionsfaktoren NF-xB und
IRF3 zu mobilisieren und fiihren darauthin zur Produktion proinflammatorischer Zytokine.
Jedoch iiberwiegt bei RLRs die vermehrte Transkription der IRF3 vermittelten Typ 1
Interferone.’”

Die nédchste grole Gruppe von PRRs ist die NOD-like Rezeptorenfamilie und besteht beim
Menschen aus 22 unterschiedlichen intrazelluldren Mustererkennungssensoren. Sie sind
gekennzeichnet durch eine leucinreiche Doméne am C-terminalen Ende. Diese ist wichtig fiir
die Erkennung von PAMPs und DAMPs. Zusitzlich gibt es eine N-terminale Doméne, die fiir
die Signaltransduktion verantwortlich ist und eine Nucleotide Binding Oligomerization-
Domine enthilt.”® Diese ist fiir die Oligomerisierung zwischen den Rezeptoren verantwortlich
und gibt der Familie ihren Namen.”* Am besten charakterisiert sind die zwei Rezeptoren
NODI und NOD2. Sie erkennen bestimmte molekulare Muster aus den Peptidoglykanen
verschiedener Bakterien wie z.B. Pseudomonas aeruginosa (NODI1), Streptococcus
pneumoniae und Staphylococcus aureus (beide NOD2) und sind so an der Immunabwehr
gegen eine Vielzahl an Infektionen beteiligt.”**® Nach Bindung kommt es zur Aktivierung
von MAP-Kinasen und NF-«B, wodurch vermehrt Gene von proinflammatorischen

Entziindungsmediatoren wie TNF-o und IL-6 transkribiert werden. Dariiber hinaus sind sie
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wichtig in der Pathogenese von z.B. chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und

Asthma.>

1.6. Kontrolle des angeborenen Immunsystems durch Negativregulatoren

Ein Gleichgewicht zwischen Aktivierung und Suppression des Immunsystems ist im
klinischen Alltag von enormer Bedeutung. Eine Uberaktivierung im Rahmen eines septischen
Schocks ist fiir den Korper potentiell genauso gefdhrlich wie eine medikamentose
Immunsuppression, die letztendlich auch zu lebensgefahrlichen Infektionen fithren kann. Das
angeborene Immunsystem besitzt mehrere Mechanismen, um Immunantworten
abzuschwichen und somit den Korper vor einer iiberschiefenden Entziindungsreaktion zu
schiitzen. Dabei kann man grundlegend zwischen zell-intrinsischen und zell-extrinsischen
Regulatoren  unterscheiden. Zu den extrinsischen Mechanismen zdhlen die
antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B. Weiterhin gehoren hierzu Faktoren wie
z.B. losliche TLR-Rezeptoren, die Liganden wie LPS abfangen, jedoch nicht zur Aktivierung
der TLR-Signalwege im Zellinneren flihren. Somit konnen die LPS-Molekiile der Erkennung
durch membranstindige TLRs entzogen werden.”’ Intrinsische Regulatoren umfassen
Signalmolekiile auf unterschiedlichen Ebenen und von unterschiedlichen Enzym- und
Stoffklassen. Dabei sind vor allem zu nennen: Deubiquitinasen, Phosphatasen, Kinasen,
Rezeptoren, Transkriptionsfaktoren und Micro-RNAs. Sie alle fithren dazu, dass
Entziindungsreaktionen kontrolliert verlaufen konnen. Dementsprechend fiihrt der
experimentelle Knockout dieser Gene oft zur exzessiven Inflammation.”” Im Folgenden
werden die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Negativregulatoren einzeln beschrieben

und ihre Funktion ndher beleuchtet.

1.6.1. A20, CYLD DUBA und TANK

Bei A20, CYLD (Cylindromatosis), DUBA (Deubiquitinating Enzyme A) und TANK (TRAF
associated NF-kB activator) handelt es sich um Regulatoren, die bis auf TANK der Gruppe
der Ubiquitinylierungsenzyme zuzuordnen sind. Ubiquitin ist ein 76 Aminosduren langes
Polypeptid, das an Lysinreste von Proteinen gebunden wird.”® Normalerweise wird es in der
Zelle zur Markierung von Proteinen fiir den Abbau im Proteasom verwendet, jedoch kann es

auch der Regulation und Steuerung von Signalwegen dienen.”

16



Einleitung

A20 beispielsweise ist eine Deubiquitinase und vermag das Signaling vieler PRRs
abzuschwichen. In der Toll-like Rezeptorfamilie wurde fir TLR-2, -3, -4, -9 und dariiber
hinaus fir RIG-I/MAVS und NOD2 die negative Regulationsfunktion von A20
nachgewiesen.”’ Dabei interagiert A20 spezifisch mit TRAF6, einem integralen Bestandteil
der Signalkette von TLR-4 und weiterer PRRs und schwécht die Signaltransduktion ab. Somit
verhindert A20 die Aktivierung von NF-xB und die normalerweise darauf folgende
Transkription von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-o und IL-6.%° (sieche Abbildung
4) Abgesehen von den spezifischen Wirkungen auf molekularer Ebene, wird die essentielle
Rolle von A20 bei dessen Abwesenheit deutlich: Mause, denen A20 gédnzlich fehlt sind
extrem empfindlich gegeniiber Entziindungsreizen und sterben kurz nach der Geburt an
Multiorganversagen. Der Grund ist eine iiberschiefende Aktivierung von NF-kB wegen der
fehlenden negativen Regulation von A20.°" Ein weiterer Beweis fiir die wichtige Rolle von
A20 im TLR Signalweg ist die Tatsache, dass durch gleichzeitige Abwesenheit von A20 und
MyD88 die Miuse vor dem Multiorganversagen gerettet werden kénnen.”” Durch die
MyD88-Defizienz wird der Grofiteil der TLR Signalwege blockiert und die fehlende
Regulation von A20 fillt nicht mehr ins Gewicht.

Der gleichen Enzymklasse wie A20 ldsst sich die Deubiquitinase CYLD zuordnen. Die
Mutation dieses Gens fithrt klinisch zu der autosomal-dominant vererbten Erkrankung
»familidre Zylindromatose*. Die Betroffenen leiden an multiplen gutartigen Hauttumoren, die
meistens an Kopf und Nacken auftreten.” AuBer bei der Entstehung von Neoplasien ist
CYLD noch bekannt als Negativregulator von TLR-2, TLR-4 und RIG-I Signaling. Hierbei
interagiert es mit NEMO und inhibiert TRAF6, IKK und NF-kB.°*** Dies wird auch daran
deutlich, dass Makrophagen von CYLD-defizienten Miausen, die mit dem TLR Liganden LPS
(Ligand von TLR-4) und Pam3Csk4 (Ligand von TLR-2) stimuliert wurden, eine deutlich
vermehrte Aktivierung von NF-kB und eine erhohte Ausschiittung an proinflammatorischen
Zytokinen zeigen.’® Die Entstehung der Hauttumore bei familidrer Zylindromatose lasst sich
auch auf die vermehrte Aktivierung von NF-kB, die mit einer Unterdriickung der Apoptose
einhergeht, zuriickfiihren.”” Warum sich eine CYLD Mutation klinisch nur in der
Tumorgenese und nicht in einer geschwéchten Pathogenabwehr manifestiert bleibt unklar.

Ein weiterer Vertreter der Deubiquitinasen ist DUBA. Fiir das Enzym ist eine Abschwéchung
der Signalwege von TLR-3, -4, -7, -8, -9, und RIG-I/MDAS5 11achgewiesen.68’69 Dabei entfernt
DUBA spezifisch Ubiquitinmolekiile von TRAF3 und fiihrt somit zu einer Abschwéchung des

Signalings. In Folge dessen ist besonders die Produktion von IFN-p abgeschwicht.®®
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Ein anderer Negativregulator von PRRs, der mit Ubiquitinylierung in Zusammenhang
gebracht werden kann, ist TANK. TLR-2, -4, -7, -8 und -9 werden nachweislich von TANK
negativ reguliert. Das Protein bewirkt - ohne selbst eine Deubiquitinasedoméne zu besitzen-
eine verminderte Ubiquitinylierung von TRAF6 und somit eine unterdriickte Ausschiittung
von IL-6 und TNF-0.”® AuBerdem werden die TLR-Signalwegkomponenten TBK 1 und IKKe
durch TANK negativ reguliert.”' Im Mausmodell bewirkt eine homozygote TANK-Defizienz
in vivo die Entwicklung einer Immunkomplexglomerulonephritis mit oft fatalen Folgen nach

drei Monaten.”®

1.6.2. SIGIRR, ST2 und CD180

Der Negativregulator Single Immunoglobulin Interleukin-1 Receptor-related Protein
(SIGIRR, auch TIRS8) ist ein sogenannter Orphan-Rezeptor, d.h. ein membranstindiges
Protein fiir den noch kein Ligand gefunden wurde.”? Der Rezeptor besitzt eine intrazellulire
TIR-Domine und eine extrazellulire Immunglobulindomiine und hat somit viel Ahnlichkeit
mit der Struktur von TLRs und dem TLR-verwandten IL-1 Rezeptor. Allerdings besteht die
Funktion von SIGIRR nicht wie bei TLRs in der Aktivierung, sondern in der Abschwéichung
von proinflammatorischen Signalwegen.” SIGIRR vermag sowohl die IL-1-, als auch TLR-4
Signaltransduktion abzuschwichen.”* Dariiber hinaus existieren Indizien, dass es auch die
Signalwege von TLR-1/2, -3, -7 und -9 negativ reguliert.” Hierzu interagiert SIGIRR mit
Hilfe seiner intrazelluliren TIR-Doméane mit den Signalwegskomponenten IRAK-1 und
TRAF6 und fiihrt so zu einer abgeschwichten NF-kB Aktivierung.” Die Bedeutung dieser
Regulation wird bei Fehlen des Rezeptors im Organismus deutlich: SIGIRR-defiziente Mause
sind deutlich anfilliger fiir Tuberkulose- und Pilzinfektionen und erleiden deutlich héaufiger
fatale Komplikationen als Wildtyp Miuse.’®”” Eine besondere Rolle spielt SIGIRR in der
Niere, wo es grofziigig exprimiert ist und TLR-4 induzierte Entziindungsreaktionen im
Rahmen von Nierenerkrankungen durch Abschwichung des TLR-4 Signalings dampfen
kann.”

ST2 ist genauso wie SIGIRR ein Rezeptor mit einer intrazelluldren TIR-Doméne. Zusétzlich
existiert eine losliche Form von ST2, die jedoch im Rahmen der angeborenen Immunitit
keine groBe Rolle spielt.”’ Die membrangebundene Form wurde als Negativregulator des
TLR-2 und TLR-4 Signalwegs beschrieben.**' ST2 entfaltet seine Wirkung am Anfang der
Signalkette, indem er die Adaptermolekiile MyD88 und TIRAP/Mal voneinander trennt und

somit die Transduktion verhindert. Dariiber hinaus ist der Regulator fiir die Entwicklung von
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Endotoxintoleranz wichtig. In einer Studie wurden ST2-defiziente Mause und Kontrollméuse
mit subletalen Dosen von LPS behandelt. Dabei war zunéchst kein Unterschied beziiglich
Uberlebensraten und Bestimmung der proinflammatorischen Zytokine festzustellen. Nach
einer zweiten LPS-Dosis zeigten die ST2-defizienten Mause im Vergleich eine deutlich
erhohte Sterblichkeit und eine vermehrte Ausschiittung von IL-6 und IL-12. Dies deutet
darauf hin, dass ST2 zunichst induziert werden muss, um als Negativregulator zu wirken.*

Ein weiteres membranstidndiges Protein, das als Negativregulator von PRRs fungiert, ist
CD180. Es ist zu 30% identisch mit dem TLR-4-Rezeptor, jedoch besitzt es keine TIR-
Domine, die eine Signalweiterleitung bewirken konnte.*> CD180 bindet den Faktor MD-1,
dhnlich wie TLR4 seinen Co-Faktor MD-2 bindet. Der CD180/MD-1 Komplex interagiert
direckt mit TLR4 und verhindert dort die Bindung des TLR-Liganden LPS.*
Dementsprechend fiihrte eine Stimulation von CD180-defizienten Peritonealmakrophagen mit
LPS zu einer vermehrten Ausschiittung von TNF-a. Auch systemisch zeigten die CD180-

Knockoutmiuse erhdhte TNF-a-Konzentrationen nach intraperitonealer LPS-Gabe.™

1.6.3. SOCS1 und SOCS3

Die Funktionen der Suppressor Of Cytokine Signaling (SOCS) Proteinfamilie wird als eine
der wichtigsten Mechanismen der Regulation von Immunhomdostase betrachtet.®> Aus der 8
Proteine umfassenden Familie sind zwei Regulatoren von besonderem Interesse: SOCS1 und
SOCS3

SOCSI1 interagiert mit dem Adapter Mal in der TLR-Signalkette und kann somit die
6

Aktivierung von NF-kB abschwichen.®

Makrophagen, denen SOCS1 fehlt, vermehrt TNF- o und IL-12 aus. SOCS1-defiziente Méuse

Dementsprechend schiitten LPS-stimulierte

zeigen nach einer intraperitonealen LPS-Injektion erhdhte Sterblichkeitsraten im Vergleich zu
Kontrollmiusen.*”® AuBerdem scheint SOCS1 eine Rolle bei der Endotoxintoleranz zu
spielen: SOCS1-defiziente Méuse, die mit Liganden von TLR-2, -4 und -9 vorbehandelt
wurden, zeigten nach einer darauf folgenden LPS Stimulation deutlich héhere TNF-a
Konzentrationen als Wildtypmause, die genauso vorbehandelt wurden. Somit ist SOCSI ein
wichtiger Regulator des TLR-4 Signalwegs, sowie ein Mediator der Endotoxintoleranz.”’

Fiir den anderen wichtigen Vertreter SOCS3 sind neben proinflammatorischen Wirkungen®
vor allem die anti-inflammatorischen Wirkungen beschrieben: SOCS3 iibt seine Funktion als
Negativregulator hauptsichlich iiber das sogenannte JAK/STAT Signaling aus.* Dabei

handelt es sich um einen Signalweg, der durch Zytokine aus dem TLR-Signaling, wie z.B. IL-
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6 aktiviert wird. SOCS3 schwicht die IL-6-vermittelte Aktivierung des Transkriptionsfaktors
STAT3 ab und vermag so die Wirkung von TLR-Signaling indirekt zu hemmen.

Makrophagen, denen SOCS3 fehlt, haben nach Stimulation mit dem proinflammatorischen
Zytokin IL-1 eine erhohte IL-6 Produktion, verglichen mit Wildtypmakrophagen.” Dieses
Phanomen konnte auch in SOCS3-defizienten Osteoblasten, die mit LPS stimuliert wurden,
beobachtet werden.”' AuBerdem fiihrt der Verlust des Regulators bei LPS-induzierter Sepsis
zu erhohten Plasmaspiegeln von IL-1p, TNF-a und IL-6.”> Somit ist SOCS3 ein wichtiger

Regulator von TLR-vermittelten Immunantworten.

1.6.4. SHIP, SHP1 und SHP2

Der Negativregulator SH2 Containing Inositol-5 Phosphatase (SHIP) ist der Enzymklasse der
Phosphatasen zuzuordnen. Das Enzym interagiert mit der Signalwegkomponente TBK1 und
hemmt iiberwiegend die TLR-3-Aktivierung. Da der TLR-3 Signalweg ausschlieBlich iiber
das Schliisselmolekiil TRIF verlduft, wird vor allem die Ausschiittung von IFN-p gehemmt.”
Auch die TLR-4 Signalkette wird iiber SHIP beeinflusst: In Makrophagen schwicht SHIP
ebenfalls die TRIF-vermittelte IFN-3 Produktion ab und hindert dariiber hinaus TLR-4 daran
den Signaladapter MyD88 zu binden.”* Somit wird auch die NF-kB Aktivierung negativ
regulierend beeinflusst.” Zusitzlich ist SHIP eines der Proteine, das bei der Entstehung der
Endotoxintoleranz bendtigt wird.”®

SH2 Containing Protein Tyrosine Phosphatase 1 und 2 (SHP-1 und SHP-2) sind zwei
verwandte Tyrosinphosphatasen. SHP-1 interagiert nach Aktivierung von TLR-3 und TLR-4
mit IRAK1 und verhindert so die Signaltransduktion zu NF-kB und folglich die Ausschiittung
von vielen proinflammatorischen Zytokinen. Gleichzeitig steigert es jedoch die Produktion
von IFN-0/-B. Somit besitzt SHP-1 einen wichtigen Effekt fiir die Homoostase von PRR-
vermittelten Entziindungen.’’

SHP-2 ist ebenfalls ein Negativregulator des TLR-3 und TLR-4 Signalwegs. Jedoch
interagiert SHP-2 hier nicht wie im Fall von SHP-1 mit IRAKI1, sondern mit TBK1 und
vermindert vor allem die IFN-B Produktion. Interessanterweise ist dieser Mechanismus nicht
abhingig von der Phosphatasenfunktion von SHP-2, sondern allein den Protein-Protein

Interaktionen des Enzyms zuzuschreiben.”
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1.6.5. IRAK-M, DOK1, DOK2 und TOLLIP

Das Protein /L-1R Associated Kinase-M (IRAK-M oder IRAK3) stellt einen Negativregulator
dar, der seine Funktion als Teil des IRAK-Komplexes im TLR-Signaling ausiibt (siche
Abbildung 4). Dort verhindert IRAK-M die Aktivierung von IRAK1 und IRAK4 und sorgt
somit dafiir, dass diese Faktoren das Signal nicht an das zentrale Protein TRAF6 weiterleiten
konnen. In Makrophagen, denen IRAK-M fehlt, wird dies bei der Aktivierung von TLR-2, -3,
4, und vor allem TLR-9 durch eine erhohte Ausschiittung von proinflammatorischen
Zytokinen deutlich.” Ebenso vermittelt IRAK-M die Wirkungen der Endotoxintoleranz.'®
Ein besonders wichtiger klinischer Bezug ergibt sich bei der immunkompromittierten Phase
nach oder wihrend des septischen Schocks. Im Mausmodell konnte nachgewiesen werden,
dass IRAK-M bei Peritonealsepsis vermehrt exprimiert wird und dazu fiihrt, dass die
Immunabwehr fiir eine zweite z.B. respiratorische Infektion geschwiécht wird.'®! Somit konnte
IRAK-M nicht nur auf zelluldrer Ebene, sondern auch im klinischen Alltag als wichtiger
Negativregulator der angeborenen Immunitit identifiziert werden.

Downstream Of Tyrosine Kinase I und 2 (DOK1 und DOK2) sind zwei Proteine, die
spezifisch den TLR-4 Signalweg beeinflussen, jedoch explizit keinen Einfluss auf die

Signalwege anderer TLRs haben.'”

Sie verhindern die Aktivierung der MAP Kinase Erk (in
Abbildung 4 nicht dargestellt), die nach TLR-4 Aktivierung letztlich zur vermehrten
Produktion von Entziindungszytokinen wie TNF-a fiihrt.'”

Dementsprechend sind in DOK1- und DOK2-defizienten Makrophagen die Erk-Aktivierung
und die TNF-a Sekretion nach LPS-Stimulation deutlich erhoht. Ebenso bewirkt die forcierte
Expression der beiden Negativregulatoren eine abgeschwéchte Erk-Aktivierung. Im in vivo
Modell zeigen Maiuse, denen DOKI1 oder DOK2 fehlt, dariiber hinaus eine erhohte
Sterblichkeit nach intraperitonealer LPS Gabe. Interessanterweise unterscheiden sich die
Wirkungen von DOK1 und DOK2 kaum voneinander und auch der Funktionsmechanismus ist
fiir beide Regulatoren gleich.'”

Toll Interacting Protein (TOLLIP) wurde 2002 zum ersten Mal als Negativregulator von
TLR-2 und TLR-4 beschrieben. TOLLIP befindet sich direkt an der intrazelluldren Seite des
TLR-2 und TLR-4 Rezeptors und vermag die Aktivitit des IRAK-Komplexes zu
unterdriicken.'” Daraufhin werden auch nachweislich die NF-kB-Aktivierung sowie die
Produktion von TNF- und IL-6 z.B. in humanen PBMCs vermindert.'**'* Jedoch konnte ein

negativ regulativer Effekt auf systemische Konzentrationen von proinflammatorischen

Zytokinen bisher nicht nachgewiesen werden. TOLLIP-defiziente Mause zeigen gar
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erniedrigte TNF-o. und IL-6 Spiegel.'” Somit handelt es sich bei TOLLIP um einen

Negativregulator dessen genaue Funktion in vivo noch nicht geklart ist.

1.6.6. IRF4, SIKE, NLRX1 und Clec4a2

IRF4 gehort zur Familie der Interferon Regulatory Factors, die fur die angeborene Immunitit
eine wichtige Rolle spielen.'”” Seine Funktion als Negativregulator des TLR-Signalings iibt
IRF4 dadurch aus, dass es mit dem verwandten Protein IRF5 um die Bindungsstelle an
MyD88 konkurriert.'” Der Transkriptionsfaktor IRF5 wird nach TLR-Aktivierung von
MyD88 gebunden und fiihrt daraufhin genauso wie eine Aktivierung von NF-kB direkt zur
vermehrten Transkription von proinflammatorischen Zytokinen.'” (nicht in Abbildung 4
dargestellt) Somit kann IRF4 durch Blockierung des IRF5 Signalings der Rezeptoren TLR-2,
-4, -7, und TLR-9 eine Abschwichung der Entziindungsantwort vermitteln. Dementsprechend
haben IRF4-defiziente Miause nach einer intraperitonealen Injektion des TLR-9 Liganden
CpG-DNA eine deutlich erhdhte Sterblichkeitsrate.'*®

AuBerdem zeigt IRF4 seine wichtige Rolle als Regulator von Immunantworten in der
Makrophagendifferenzierung: Erstens wird die Differenzierung zu anti-inflammatorischen
M2-Makrophagen von IRF4 vermittelt.''® Zweitens verhindert IRF4 die Entwicklung in den
proinflammatorischen M1-Phénotyp, indem es wie oben beschrieben die IRF5 Aktivierung
kompetitiv hemmt.'*”-!!"!

Das Protein Suppressor Of IKKe (SIKE) hemmt spezifisch die Wirkungen von PRRs auf die
Interferon-f Ausschiittung. Dabei bindet es an die Signalwegkomponenten TBK1 und 1KKe
und verhindert deren Interaktionen mit RIG-I, TRIF und IRF3.""? Somit kénnen die TLR-3-
abhidngige TRIF-Aktivierung und die RIG-I Signalkette geschwécht werden.

Jedoch wirkt SIKE nur auf die IRF3 vermittelte Expression von Interferon-f. Die Aktivierung
von NF-kB, die durch TRIF und RIG-I ebenfalls erfolgt, wird durch den Negativregulator
nicht beeinflusst.'"?

Der erst 2011 entdeckte Rezeptor NLRX1 gehort zur NOD-like Rezeptorfamilie. Jedoch
besteht seine Funktion nicht in der Erkennung von Pathogenen oder endogenen
Gefahrensignalen, sondern in der Begrenzung der Signaltransduktion von RIG-I, TLR-2 und
TLR-4. Zum einen verhindert es die Bindung von RIG-I mit seinem Adapter MAVS und kann

114

so antivirale Entziindungsreaktionen abschwéchen. Zum anderen reduziert der

Negativregulator die inflammatorische Reaktion auf LPS, indem es mit den TLR-

22



Einleitung

Signalkomponenten TRAF6, IKKa und IKK interagiert.'"> Im in vivo Modell zeigen daher
NLRX1 Knockoutmiuse nach intraperitonealer LPS-Injektion hohere IL-6 Plasmaspiegel und
entwickeln einen septischen Schock mit deutlich erhéhter Sterblichkeit.'"

Clec4a2 (auch CLECSF6 und DCIR) ist ein Rezeptor, welcher der C-type lectin Familie
zugeordnet werden kann. Diese Rezeptoren sind als Mustererkennungsrezeptoren gewdhnlich
auch an der Erkennung von PAMPs beteiligt. Bisher wurden noch keine Liganden gefunden,
die in vivo an Clec4a2 binden."'® Allerdings ist bekannt, dass er als Negativregulator im TLR-
8 Signalweg wirkt.''” In der Tat besitzt Clec4a2 eine inhibitorische ITIM-Domine, der
genaue Wirkmechanismus ist aber nicht bekannt. /n vivo fiihrt der Verlust des Rezeptors bei
Mausen zur Entwicklung von diversen Autoimmunkrankheiten und ist somit wichtig fiir die

Erhaltung der Homdostase des Immunsystems.'®

1.6.7. ERBIN und CENTBI1

Die beiden Proteine ERBIN und CENTBI1 unterscheiden sich von den anderen untersuchten
Negativregulatoren dadurch, dass sie nicht die Aktivierung von TLR-Rezeptoren oder RIG-I
regulieren, sondern die Signalwege der NOD-like Rezeptoren, die auch zu den
Mustererkennungsrezeptoren gehoren. ERBIN interagiert direkt mit dem Rezeptortyp NOD-2
und vermag die Aktivierung von NF-«B abzuschwichen. So ist in ERBIN-defizienten Zellen
nach Stimulation mit einem NOD-2 Liganden die Expression des proinflammatorischen
Zytokins MCP-1 deutlich erhoht.'"”

Das Protein Centaurin Beta 1 (CENTBI, auch ACAP1) ist ein Negativregulator der beiden
NOD-like Rezeptor Subtypen NOD1 und NOD2. Dazu bindet es direkt an NOD1 bzw. NOD2
und fiihrt genauso wie der andere NOD-Negativregulator ERBIN zur Abschwichung der

Aktivierung von NF-kB.'*
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1.7. Unterschiede zwischen Maus und Mensch

Der Mausorganismus ist ein hiufig genutztes Modell fiir immunologische Fragestellungen.
Jedoch kommen Unterschiede des Immunsystems von Menschen und Maiusen bereits bei
recht trivialen Untersuchungen zum Vorschein. Beispielsweise besteht humanes Blut zu 50%-
70% aus neutrophilen Granulozyten und der Rest iiberwiegend aus Lymphozyten. Beim
murinen Organismus finden sich hingegen 75%-90% Lymphozyten und nur 10%-25%
neutrophile Granulozyten.'?'

Die enormen Unterschiede zwischen murinen und humanen Genexpressionen wurden erst vor
kurzem ndher untersucht. Dabei erhielten Versuchspersonen und Méuse eine geringe Dosis
LPS. AnschlieBend wurde die Korrelation der Expressionsprofile in den Leukozyten
bestimmt. Hierbei konnte nur eine verschwindend geringe Ubereinstimmung zwischen den

zwei Spezies festgestellt werden.'*

Die Daten der Studie wurden zwar in Forschungskreisen
in Frage gestellt und kritisiert, jedoch bleibt festzustellen, dass menschliches und murines
Immunsystem keinesfalls als gleich anzusehen sind.'?

Speziell auf dem Bereich der angeborenen Immunitét sind einige Unterschiede bekannt: Die
TLR-Untertypen 11-13 gibt es nur bei Médusen. TLR-8 und TLR-10 konnten bisher nur beim
Menschen nachgewiesen werden.*® Noch groBere Unterschiede zeigen sich bei den NOD-like
Rezeptoren. Von diesen wurden 34 verschiedene murine und nur 22 humane Untertypen

. 124
beschrieben.

125

Auch fiir C-Typ Lectin Rezeptoren wurden Unterschiede in der Expression
entdeckt.
Allerdings muss nicht nur auf morphologischer, sondern auch auf funktioneller Ebene
zwischen menschlichem und murinem Immunsystem differenziert werden. In einer Studie zur
Genexpression von Makrophagen der zwei Spezies wichen 25% der TLR-4 regulierten Gene
nach Stimulation in ihrer Expression deutlich voneinander ab.'*® AuBerdem kann man die
Bedeutung dieser Unterschiede im klinischen Alltag beobachten. Miuse, denen das integrale
Signalmolekiill MyD88 fehlt, entwickeln schnell Infektionen durch diverse Mikroorganismen.
Im Kontrast dazu sind Sduglinge, die mit einem genetischen Defekt im MyD88-Gen zur Welt
kommen, nur von Infektionen durch wenige pyogene Bakterien betroffen.**

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Maus als Modellorganismus mangels
Alternativen eine wichtige Stellung einnimmt. Jedoch gibt es viele Indizien dafiir, dass eine

Ubertragung tierexperimenteller Studien auf den humanen Organismus problematisch ist.
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1.8. Zielsetzung und Hypothese

Das ischdmische Nierenversagen und infektios bedingte Erkrankungen wie die Sepsis stellen
heutzutage grofle medizinische Probleme dar. Auf den ersten Blick unterscheidet sich die
Pathogenese dieser zwei Krankheitsbilder voneinander, jedoch beruht sie in beiden Fillen zu
einem groflen Teil auf der Aktivierung von Mustererkennungsrezeptoren der angeborenen
Immunitdt. Dadurch kommt es zur Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine und zur
Einwanderung von Immunzellen. So konnen im Fall der Sepsis bakterielle Erreger bekdmpft
werden, jedoch kann der Korper auch durch Entstehung eines septischen Schocks massiv
geschéddigt werden. Im Fall des Nierenschadens kommt es durch Aktivierung des angeborenen
Immunsystems einerseits zur Regeneration des Gewebes, andererseits auch zur
Narbenbildung und somit zur progredienten Zerstérung des Nierenparenchyms. Es ist
bekannt, dass Negativregulatoren der Mustererkennungsrezeptoren fiir die Begrenzung und
Homdostase dieser Entziindungsreaktionen verantwortlich sein konnen.

Das Ziel dieser Arbeit ist zu untersuchen, ob und in welcher Weise die ausgewéhlten
Negativregulatoren der angeborenen Immunitit bei diesen Entziindungsprozessen induziert
werden und somit zur Begrenzung von Gewebeschédden beitragen konnen. Dariiber hinaus soll
eruiert werden, ob sich diese Mechanismen zwischen Mensch und dem immunologischen
Modellorganismus Maus unterscheiden. Eine weitere Zielsetzung der Arbeit besteht darin, die
Unterschiede der Basalexpression der ausgewidhlten Negativregulatoren zwischen den zwei
Spezies ndher zu beschreiben.

Zusammengefasst lauten die Hypothesen fiir die vorliegende Dissertation wie folgt:

- die basale Expression der hier untersuchten Negativregulatoren unterscheidet sich
signifikant zwischen dem menschlichen und murinen Organismus

- Die hier untersuchten Negativregulatoren werden im Rahmen von infektiosen
Immunantworten bei Mensch und Maus verstarkt exprimiert

- Die hier untersuchten Negativregulatoren werden im Rahmen eines sterilen,
ischamischen Nierenschadens verstirkt exprimiert und bleiben auch im

Langzeitverlauf eines chronischen Nierenschadens induziert.
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Material und Methoden
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerite

RT-PCR:

LightCycler 480
Mikroskopie:

Leitz Wild MPS52

Leitz DMRBE

Olympus BX 61

CellP Software

Pipetten:

Multikanalpipette

Pipetten Pipetman®
Pipettierhilfe Pipetus®-classic
Pipettenspitzen Typ Gilson®
Pipettenspitzen epT.I.P.S
Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml
Pipettierhilfe Easypet
Waagen:

BP 110S

EC-211

Mettler PJ 3000

Mettler P 1200 N

Zellkultur:

Heracell 150

Neubauer Zahlkammer

Steril Card Hood CII, Typ A/B3
Typ B5060 EC-CO2
UV-Licht

Zentrifugen:

Centrifuge 5415 D

Centrifuge 5418

Roche, Mannheim, D

Leica Microsystems, Wetzlar, D
Leica Microsystems, Wetzlar, D
Olympus, Hamburg, D
Olympus, Hamburg, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Gilson, Middleton, WI, USA
Hirschmann Laborgerite, Eberstadt, D
Peske, Aindling-Arnhofen, D
Eppendorf, Hamburg, D

BD, Heidelberg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Sartorius, Gottingen, D

Acculab Sartorius Group, Bohemia, USA
Mettler Toledo, Gieflen, D

Mettler Toledo, Gieflen, D

Heraeus Sepatech, Osterode, D

Roth, Karlsruhe, D

Baker Company, Sanford, Maine, USA
Heraeus Sepatech, Osterode, D
Bachofer Laborgerite, Reutlingen, D

Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
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Megafuge 1.0 R

Universal 16

Sonstiges:
Eppendorfbehiltnisse 1,5ml
Falconbehéltnisse 15ml, 50ml
Gel-Elektrophorese-Kammer
Homogenisator
Microplate-Washer ELx50
pH-Meter WTW
Schneidgerit Jung CM 3000
Sicherheitswerkbank Microflow®
Spektrophotometer NanoDrop® ND-1000
Sterilwerkbank SterilGard
Tecan, GENios Plus
Thermomixer 5436
Thermomixer comfort

Vortex Genie 2TM
Wasserbad HI 1210
Computerprogramme:
Adobe Illustrator

Adobe Photoshop

Microsoft Excel

GraphPad Prism

2.1.2. Chemikalien

B-Mercaptoethanol
EDTA

Ethanol

HCI

H2S04

NaCl

NayCOs

NaHCO;

Heraeus Sepatech, Osterode, D
Hettich, Bach, CH

TPP, Trasadingen, CH

TPP, Trasadingen, CH

PeqLab Biotechnologie, Erlangen, D
Ultra Turrax T25 IKA GmbH, Staufen, D
Biotek, Bad Friedrichshall, D

WTW GmbH, Welheim, D

Leica, Solms, D

Nunc GmbH, Wiesbaden, D

Peqlab Biotechnologie, Erlangen, D
The Baker Company, Sanford, USA
Tecan, Crailsheim, D

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Scientific Industries, Bohemia, USA

Leica Microsystems, Solms, D

Adobe, San José, CA, USA
Adobe, San José, CA, USA
Microsoft, Redmond, WA, USA
GraphPad, La Jolla, CA, USA

Roth, Karlsruhe, D
Biochrom KG, Berlin, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
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NaOH
Tween-20

2.1.3. Zellkultur

LPS

DPBS (1x)

Fotales Kdlberserum (FCS)
Penicillin / Streptomycin
RPMI 1640-Medium
Trypanblau

6 well-Platte

Merck, Darmstadt, D

Sigma, Deisenhofen, D

Invivogen, Toulouse, Frankreich
PAN Biotech KG, Aidenbach, D
Biochrom KG, Berlin, D

PAA Laboratories, Pasching, A
Invitrogen, Karlsruhe, D

Sigma, Deisenhofen, D

Costar Corning, Schiphol-Rijk, NL

2.1.4. Blutentnahme und PBMC-Isolation

Humane Blutentnahme:
Entn.rohrchen S-Monovette® 7,5 ml
Cutasept® F Hautdesinfiziens
Multi-Adapter

Blutentnahmesystem Valu-Set®
Murine Blutentnahme:
Entn.rohrchen S-Monovette® 2,7 ml
EDTA

Kaniilen Microlance® 20G
PBMC-Isolation:

Biocoll (Ficoll) Trennlésung
Pipettierhilfe Pipetus®-classic

Serologische Pipettenspitzen

Sarstedt, Niimbrecht, D
Bode Chemie, Hamburg, D
Sarstedt, Niimbrecht, D
BD, Franklin Lakes, USA

Sarstedt, Niimbrecht, D
Roth, Karlsruhe, D

BD, Franklin Lakes, USA

Biochrom, Berlin, D

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt, D

BD Biosciences, Heidelberg, D
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2.1.5. Molekularbiologie

ELISA:

OptEIA™ Human IL-6 ELISA Kit
TMB Substrate Reagent Set
RNA-Isolation:
PureLink RNA Mini Kit
RNase-free-Spray
cDNA-Synthese:
lineares Acrylamid
0,IM DTT

5x First Strand Buffer
Hexanukleotid Mix
25mM dNTPs

RNAsin

Superscript 11

RT-PCR:

Sybr-Green Puffer:

Taq Puffer

dNTPs

PCR-Optimizer

BSA PCR grade
SybrGreen |

MgCl,

Taq DNA- Polymerase

96 Well Lightcycler Platten
Klebefolie

Primer

Safe-Lock Eppendorfgefafie 1,5 ml
Human MTC Panel I und II

BD Biosciences, Heidelberg, D
BD Biosciences, Heidelberg, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Gene Choice, Frederick, USA

Ambion, Darmstadt, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Roche, Mannheim, D

GE Healthcare, Miinchen, D
Promega, Mannheim, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
GE Healthcare, Miinchen, D

Bitop, Witten, D

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

New England BioLabs, Ipswich, USA
Sarstedt, Niirnbrecht, D

Sarstedt, Niirnbrecht, D

Metabion, Martinsried, D

Eppendorf, Hamburg, D

Clontech, Mountain View, CA, USA
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2.1.6. Tierhaltung und Tiermodelle

C57BL/6 Wildtyp-Mause
Einbettkassetten

RNA-later®

Isofluran Forene®
Ischimie-Reperfusionsmodell:
Bepanthen® Salbe

Gazin® Tupfer

Mersilene Nahtmaterial 2-0
Novalgin®-Tropfen
Midazolam-ratiopharm®
Naloxon-Actavis

Flumazenil Hikma

Revertor® (Atipamezolhydrochlorid)
Fentanyl-Janssen
Domitor®(Medetomidinhydrochlorid)
Kaniilen Microlance 26 G

Spritzen 1 ml

2.1.7. Histologie

ABC-Substrat-Losung
Ammoniumpersulfat
Formalin

Methylgriin

Mounting Med.

PAS

biotinilierter Sekundar-AK
Xylol

Antikorper fiir Inmunhistologie:
Rat anti-mouse neutrophils
Rat anti-mouse F4/80

Anti-smooth muscle actin

Charles River, Sulzfeld, Deutschland
Simport, Beloeil, Kanada

Qiagen GmbH, Hilden, D

Abbott, Wiesbaden, D

Bayer, Leverkusen, D

Lohmann & Rauscher, Rengsdorf, D
Ethicon, Somerville, USA

Sanofi Aventis, Paris, Frankreich
Ratiopharm, Ulm, D

Actavis, Steinhausen ZG, Schweiz
Hikma, London, UK

Cp-Pharma, Burgdorf, D
Janssen-Cilag, Beerse, Belgien
Pfizer, Karlsruhe, D

BD, Franklin Lakes, USA

Braun, Melsungen, D

Vector, Burlingame, USA

BioRad, Miinchen, D

Thermo Scientific, Waltham, USA
Sigma, Deisenhofen, D

VectaMount Vector, Burlingame, USA
Bio-Optica, Mailand, |

Vector, Burlingame, USA

Merck, Darmstadt, D

Serotec, Oxford, UK
Serotec, Oxford, UK
Dako, Glostrup, Denmark
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2.2. Methoden

2.2.1. Murine Organentnahme

Zur  Analyse der murinen  Basalexpression der  Negativregulatoren  von
Mustererkennungsrezeptoren wurden Organe von ménnlichen 12 Wochen alten C57BL/6-
Maiusen (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die Maiuse wurden in
Polypropylenkéfigen gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und Futter ad libitum. Es
erfolgte zundchst die Betdubung der Méuse in einer speziellen Kammer mit Hilfe eines
Isofluran-Sauerstoffgemisches, das durch den Vernebler erzeugt und durch einen Schlauch in
die Plastikkammer geleitet wurde. Nach 2 Minuten wurden die tief anidsthesierten Méause
durch zervikale Dislokation getdtet und anschlieBend zur Desinfektion mit 70%-igem Ethanol
griindlich eingespriiht. Danach erfolgte die Eroffnung des Abdomens ohne dabei
Darmschlingen oder andere Organe zu verletzen. Zunichst wurden Leber, Milz, Nieren und
Hoden, gefolgt von Diinn- und Dickdarm entnommen. Nach griindlichem Desinfizieren von
Pinzetten und Scheren mit 100%-igem Ethanol wurde der Thorax mit einem Léngsschnitt
durch das Sternum erdffnet und der Thymus entfernt. Als néchstes erfolgten die
Durchtrennung der groBen Gefale im Mediastinum, die Eroffnung der Perikardhohle und die
Entnahme von Herz und Lunge. AnschlieBend wurde das Fell am Schéadelknochen entlang der
Langsachse der Maus eingeschnitten und der Schiddelknochen freigelegt. Mit Hilfe einer
Schere erfolgten die Eréffnung der Schiddelhdhle und die Vorluxation des Gehirns. Alle
entnommenen Organe wurden entweder unmittelbar fiir die RNA-Isolation vorbereitet oder
zur spiteren Verwendung in Eppendorfgefiflie, die mit 500ul RNAlater® gefiillt waren,
gegeben. Bei Organen, deren Volumen fiir die komplette Verwendung zu grol3 war, wurde mit
dem Skalpell ein kleineres Stiick abgetrennt. Dabei erfolgte die Schnittfiihrung so, dass die
Probe représentativ fiir das ganze Organ war. Im Falle des Gehirns war solch eine Entnahme
eines repriasentativen Stlickes nicht moglich. Hier wurde stattdessen ein Stiick vom

Gehirnkortex verwendet.

2.2.2. Humane cDNA-Gewinnung

Zur Analyse der Basalexpression der Negativregulatoren von Mustererkennungsrezeptoren im
menschlichen Organismus wurde die cDNA aus 10 humanen Organproben kommerziell von

Clontech erworben. Diese beinhaltet ein Gemisch von cDNA aus Organen vieler gesunder
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Individuen. Somit konnte beim spdteren Ergebnis in den meisten Féllen von einer
durchschnittlichen und damit reprdsentativen Darstellung der Expression der
Negativregulatoren beim gesunden Menschen ausgegangen werden. Um die Ergebnisse nicht
aufgrund von ethnienspezifischen Expressionsunterschieden zu verfilschen, handelte es sich
bei den Spendern ausschlieBlich um Menschen kaukasischer Abstammung. Laut
Herstellerangaben fand die Gewinnung aller Proben in Ubereinstimmung mit den jeweiligen
regionalen Gesetzen und Bestimmungen statt. Die Spender waren alle negativ gegen HIV,
Hepatitis B und Hepatitis C getestet. Weitere Ausschlusskriterien waren: manifeste
Infektionen wiahrend der letzten 4 Wochen, Fieber, symptomatische Allergien, abnormes
Blutbild, erhéhte Leberwerte, chronische Medikamenteneinnahme aufler Vitamine und orale
Kontrazeptiva.

Die ¢cDNA wurde vom Hersteller aus sogenannter Poly A-RNA hergestellt. Die mRNA
enthdlt, im Gegensatz zu tRNA oder rRNA, einen Abschnitt, der polyadenyliert ist. (Poly A-
Schwanz) Durch den angewandten Selektionsprozess wurde vom Hersteller spezifisch mRNA
zur cDNA Synthese ausgewihlt.'”” Die fehlende tRNA und rRNA hat keinen Einfluss auf die
Menge der spiter detektierten Transkripte, jedoch bedingt dieses Verfahren, dass das
gewohnlich verwendete rRNA-Molekiil 18S fiir die spédtere Analyse mit RT-PCR nicht als
Normalisierungs- oder Haushaltsgen verwendet werden konnte. Deswegen erfolgte die
spatere mRNA Expressionsbestimmung mit Hilfe des Haushaltsgens GAPDH, das auch vom
Hersteller empfohlen wird. Weiterhin waren die Proben frei von Verunreinigungen mit

genomischer DNA und wurden vom Hersteller auf ihre einwandfreie Qualitit gepriift.

Tabelle 3: Anzahl und Alter der Individuen, deren Organproben fiir die cDNA-Synthese
verwendet wurden

Organe Anzahl der Individuen Alter (Jahre)
Lunge 1 50
Leber 1 35
Niere 4 28-48
Diinndarm 32 15-57
Dickdarm 5 27-61
Hoden 45 14-64
Milz 3 49-54
Thymus 9 20-40
Gehirn 8 43-65
Herz 3 24-41
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2.2.3. Ischimie Reperfusionsmodell der murinen Niere

An 8 Wochen alten C57BL/6 Méusen wurde durch eine unilaterale Abklemmung der grof3en
renalen Gefde ein akuter Nierenschaden induziert. Vor der Operation wurden die Mause
durch intraperitoneale Injektion eines Medikamentengemisches narkotisiert. Dieses bestand
aus: 5 ml Midazolam (1 mg/ml), 0,5 ml Medetomidin (1 mg/ml) und 1 ml Fentanyl (0,05
mg/ml). Mit Hilfe einer Kaniile und Spritze wurden je nach Gewicht der Maus 150 pl - 200 pl
des Narkosemixes intraperitoneal im linken unteren Abdominalbereich appliziert. Nach 10
Minuten waren die Mause tief anésthesiert und zeigten keine Reaktion auf Schmerzreize. Die
Augen wurden mit Bepanthen Salbe bedeckt und somit die Hornhaut vor Austrocknung
geschiitzt. AnschlieBend wurden die Mduse mit einem Klebeband am Schwanz fixiert. Durch
gezieltes Einsprithen der rechten Flanke mit 70%-igem Ethanol konnte eine grobe
Desinfektion des Operationsgebietes erreicht werden. Um der Auskiihlung der Maus aufgrund
der Anédsthesie und der Verdunstung des Desinfektionsmittels entgegenzuwirken, wurde iiber
die gesamte Operationsdauer und auch postoperativ eine 100-Watt Infrarot-Wéarmelampe
eingesetzt. So konnte sichergestellt werden, dass die Korpertemperatur stets zwischen 35°C
und 37°C betrug. Zusitzlich fand die Operation auf einem Wirmepad statt. Eine Uberpriifung
der Korpertemperatur erfolgte durch eine rektal angewendete Thermosonde.

Durch einen 1 cm langen Schnitt an der rechten Flanke konnte vorsichtig eine Niere
freiprépariert und vorluxiert werden. Nachdem Nierengefdf3e und Ureter identifiziert werden
konnten, wurde das komplette Gefal3-Ureter Biindel mit Hilfe eines wieder entfernbaren Clips
abgeklemmt. Um die Niere vor Austrocknung zu schiitzen wurde sie wieder zuriick in die
Bauchhohle geschoben und die offene Wunde mit einer 0,9%igen NaCl-Losung getrdankten
Kompresse bedeckt. Nach Ablauf der Ischdmiezeit erfolgten die vorsichtige Entfernung des
Clips und eine visuelle Uberpriifung der wiederhergestellten Perfusion. Die Inzision im
Peritoneum und die Hautwunde wurden mit jeweils zwei Stichen verndht. Kurz darauf konnte
durch subkutane Injektion von 200ul eines Antagonistengemisches in die Nackenfalte der
Maus eine Beendigung der Narkose herbeigefithrt werden. Dieses Gemisch bestand aus: 0,5
ml Atipamezol (5 mg/ml), 5 ml Flumazenil (0,1 mg/ml) und 3 ml Naloxon (0,4 mg/ml)

Nach Aufwachen der Tiere aus der Narkose wurden zur postoperativen Analgesie zwei
Tropfen Metamizol (2,5 mg/ml) per os verabreicht. Wéhrend der folgenden zwei Stunden
wurde weiterhin mit einer Infrarotlampe verhindert, dass die Mause auskiihlen.

Alle durchgefiihrten Mausversuche wurden vorher genehmigt und fanden entsprechend der

deutschen Tierschutzgesetze statt.

35



Material und Methoden

2.2.4. Isolation und Stimulation von PBMCs

Bei PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) handelt es sich um alle mononukleédren
Zellen des peripheren Blutes.'*® Die Isolation der PBMCs wurde sowohl an Blut eines
humanen Spenders sowie an murinem Blut durchgefiihrt.

Beim menschlichen Blutspender handelte es sich um einen gesunden, ménnlichen
Erwachsenen im Alter von 24 Jahren. Die Blutentnahme und das nach der Isolation folgende
Experiment mit humanen Zellen wurden im Vorfeld von der Ethikkommission der Universitit
Miinchen gepriift und genehmigt. Nach der schriftlichen FEinverstindniserkldrung des
Probanden erfolgten die Punktion einer gestauten Vene und die Aspiration von insgesamt
25 ml Blut mit Hilfe eines Butterfly-Blutentnahmesystems in 7,5 ml EDTA-RShrchen.

Die Gewinnung von murinem Blut fand an anisthesierten sechs Wochen alten C57BL/6
Maiusen durch Punktion des Herzens statt. Die Méduse wurden hierzu durch interperitoneale
Injektion eines Gemisches aus Narkosemitteln anidsthesiert. Die Narkotika enthielten wie
bereits beim Ischdmie-Reperfusionsmodell 5 ml Midazolam (1 mg/ml), 0,5 ml Medetomidin
(1 mg/ml) und 1 ml Fentanyl (0,05 mg/ml). Danach erfolgte in Riickenlage die Punktion
unterhalb des Rippenbogens und unter Aspiration das Vorschieben der Kaniile in den linken
Ventrikel.'” Es wurden 15 ménnliche Tiere verwendet und pro Maus konnte 1 ml Blut mit
Hilfe von sterilen Spritzen und Kaniilen gewonnen werden. Die Spritzen enthielten EDTA, so
dass die Konzentration in der entnommenen Probe genauso wie in den humanen
Entnahmerdhrchen 1,6 mg EDTA/mI Blut betrug. Nach der Blutentnahme erfolgte die Totung
der andsthesierten Tiere durch zervikale Dislokation. Im Anschluss wurde mit dem fiir beide
Spezies gleichen PBMC Isolationsprotokoll fortgefahren. Dazu wurden die Proben 1:1 mit
PBS verdiinnt und vorsichtig mit Hilfe der serologischen Pipette auf Ficoll geschichtet.
AnschlieBend wurde mit 2500 Umdrehungen/min fiir 22 Minuten zentrifugiert. Es erfolgte ein
sehr langsames Abbremsen der Zentrifuge, um einer Verwirbelung der Schichtung
vorzubeugen. Durch die Zentrifugation stellen sich die unterschiedlichen Bestandteile des
Blutes im Reaktionsgefd3 von unten nach oben wie folgt dar: Erythrozyten/Granulozyten;
Ficoll; Monozyten/Lymphozyten/Thrombozyten; Plasma.'”® Nach Absaugen des Plasmas
konnte danach gezielt die Monozyten und Lymphozyten enthaltende Schicht abpipettiert
werden. (siche Abbildung 5)
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| Plasma

EDTA-Blut Monozyten
—— Lymphozyten —F——
e
Thrombozyten e
Ficoll
Ficoll
2500 RPM, 22 min Erythrozyten
—_— ’ Granulozyten
Absaugen von Plasma PBMC Gewinnung

Abbildung 5: Experimentelles Vorgehen bei Isolation der PBMCs.

Das EDTA-BIlut wurde langsam auf Ficoll geschichtet und anschliefend mit 2500 Umdrehungen pro
Minute fiir 22 Minuten zentrifugiert. Dann erfolgte vorsichtig die Entfernung des tiberstehenden
Plasmas und anschlieend die Isolation der PBMC enthaltenden Schicht.

Die gewonnenen Zellen wurden anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen und jeweils mit
1500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte die Resuspension der
Zellen in 2 ml Zellkulturmedium. Dieses bestand aus RPMI-Medium, 1% fetalem
Kaélberserum und 1% Penicillin/Streptomycin. Die Zdhlung der Zellen erfolgte mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer. Hierfiir wurden 10ul der Zellsuspension 1:100 mit PBS verdiinnt und
Trypanblau hinzugegeben. Mit Hilfe eines Mikroskops wurde die Anzahl der Zellen in der
Zéhlkammer in 4 GroBquadraten bestimmt. Durch die vorherige Anfarbung mit Trypanblau,
das gezielt das Zytoplasma toter Zellen anfirbt, konnten selektiv nicht-vitale Zellen von der

Zahlung ausgeschlossen werden. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte mit folgender Formel:

gezihlte Zellen in 4 Grofquadraten . 4
Zellzahl/ml = ) X Verdiinnungsfaktor 100 X 10

AnschlieBend wurden jeweils 1 Million Zellen zusammen mit 2 ml des oben beschriebenen
Zellkulturmediums in  6-well Kunststoffplatten ausgesdt. Die Stimulation erfolgte
anschlieend mit 500ng LPS /ml oder PBS zur Kontrolle bzw. 10ng LPS /ml oder PBS zur
Kontrolle. Anschlielend wurden die Platten fiir 4, 12, 18 oder 24 Stunden inkubiert. Die
Inkubation 1m Brutschrank fand bei einer Temperatur von 37°C und einer CO;-
Luftkonzentration von 5% statt. Pro Versuchsgruppe und Dauer der Stimulation wurden drei
unabhédngige Stimulationen durchgefiihrt, wodurch die spétere statistische Ermittlung von

Signifikanzen mdglich wurde.
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Die Uberstinde wurden nach den jeweiligen Zeitriumen abgenommen und bei -20 °C
verwahrt. Ebenso wurden die adhédrenten Zellen durch Zugabe von Lysepuffer mit 1% -
Mercaptoethanol lysiert und zur weiteren Verwendung bei - 20 °C aufbewahrt.

Zur Gewdhrleistung steriler Bedingungen wurden alle Isolationen, Stimulationen bzw.
Uberfiihrungen von Zellen mit Hilfe der Sterilbank durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurde die
Arbeitsfliche zur Abtétung von Mikroorganismen tédglich fiir 30 Minuten mit UV-Licht
bestrahlt.

Verwendete Gebrauchsgegenstinde wie Pipetten, Stifte sowie Oberflichen von
Zellkulturflaschen, Reaktionsgefdlen und der Sterilbank wurden vor Gebrauch mit 70%-igen
Ethanol zur Desinfektion gereinigt. Materialien, die mit den zu stimulierenden Zellen direkt in
Berithrung  kamen  wie  Pipettenspitzen, = ReaktionsgefdBe,  Zellkulturflaschen,
Blutentnahmesysteme waren vom Hersteller steril verpackt beziehungsweise wurden zuvor

bei 120°C fiir 20 Minuten autoklaviert.

2.2.5. RNA-Isolation

Von den bei der Organentnahme in RNAlater-Losung konservierten Geweben wurden
zundchst die Organkapseln entfernt und etwa 10 mg grof3e Stiicke entnommen. Diese wurden
zusammen mit Lysepuffer und 1% B-Mercaptoethanol im Homogenisator fiir 30 Sekunden
zerkleinert. Nach Zentrifugation fiir dreieinhalb Minuten mit 10000 Umdrehungen/min
wurden die RNA-enthaltenden Uberstinde abgenommen und fiir die weitere Isolation mit
dem RNA Mini Kit gemall Herstellerangaben verwendet. Dazu wurden die Proben 1:1 mit
70%-igem Ethanol versetzt und mit Hilfe des Vortexers gemischt. Das entstehende Ethanol-
Lysat-Gemisch wurde auf eine RNA-Sdule aufgetragen, die sich in einem vom Hersteller
bereitgestellten, 2 ml fassenden Rohrchen befand. Nach Zentrifugation mit 10000
Umdrehungen/min fiir 15 Sekunden verblieb die RNA in der Membran der Sdule wéhrend die
gefilterte Fliissigkeit verworfen wurde. Dann erfolgten mehrere Waschschritte, um die RNA
in der Sdule aufzureinigen. Als erstes wurden 700ul des Wash Buffer 1 auf die Séule gegeben,
gefolgt von einer weiteren Zentrifugation mit 10000 Umdrehungen/min fiir 15 Sekunden.
Nach erneutem Verwerfen der gefilterten Fliissigkeit wurden jeweils zweimal 500ul des Wash
Buffer 2 auf die Sédule aufgetragen mit nachfolgender Zentrifugation mit 10000
Umdrehungen/min - beim ersten Mal fiir 15 Sekunden und beim zweiten Mal fiir 2 Minuten.
Nach jedem Schritt wurde die gefilterte Fliissigkeit entfernt. Als letzter Schritt wurde die
Sdule ohne vorher Wash Buffer aufzutragen mit 14000 Umdrehungen/min fiir 1 Minute
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»trocken* zentrifugiert. Es folgte das Eluieren der RNA durch Auftragen von 33ul RNAse-
free water. Nach 2 Minuten Inkubationszeit wurde die nun in RNAse-free water geloste RNA
durch Zentrifugieren mit 10000 Umdrehungen/min fiir 2 Minuten in einem sterilen
Eppendorfgefdll gesammelt. Die RNA-Proben wurden zur weiteren Verwendung bei -20° C
verwahrt.

Die Qualitdt der gewonnenen RNA wurde mit Hilfe eines Spektrometers durch Bestimmung
der RNA-Konzentration und der optischen Dichte bei 260nm bzw. 280nm iiberpriift. Bei
einem Verhéltnis zwischen 1,95 und 2,05 wurde von einer reinen RNA-Probe ausgegangen.
Werte grofler als 2,05 sprachen flir eine DNA-Kontamination, Werte unterhalb von 1,95
deuteten auf eine Protein-Kontamination hin. Proben, die nicht den Qualititsstandards

entsprachen wurden dementsprechend verworfen.

2.2.6. cDNA-Synthese

Die Synthese der stabilen, doppelstringigen cDNA aus der labilen, einstringigen RNA
erfolgte moglichst zeitnah. Dazu wurden zunédchst die RNA Proben so mit RNAse-free water
verdiinnt, dass sich in jedem Eppendorfgefdl 10 pul mit 1 ung RNA befanden. Es folgte ein
Inkubationsschritt bei 65°C fiir 5 Minuten, gefolgt von einer kurzen Zentrifugation. Dann
wurden pro verdiinnter Probe 4ul FS buffer 5x; 0,4ul dNTPs 25mM; 1ul DTT 0,1M; 0,25ul
Acrilamid; 0,215u1 Hexanucleotid; 3,2ul RNAse free water und 0,5ul RNAsin hinzugegeben.
Weiterhin wurden 0,435ul der Reversen Transkriptase Superscript Il hinzupipettiert, ein
Enzym das RNA in DNA umzuschreiben vermag. Bei der Herstellung der Negativkontrollen
fand die Synthese bis auf die Zugabe von Superscript Il nach dem gleichen Protokoll statt.
Nach kurzem Mischen mit Hilfe der Pipette wurden alle Eppendorfgefdlle fiir 90 Minuten bei
42°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde die synthetisierte cDNA fiir 5 Minuten
auf 90°C erhitzt und dann kurzfristig auf Eis bzw. langfristig bei -20°C autbewahrt.
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2.2.7. RT-PCR

Um einen Riickschluss auf die mRNA-Expression in den Proben zu ziehen, wurde die
synthetisierte =~ ¢cDNA  anschlieBend mit  Hilfe der  Reversen-Transkriptase
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) untersucht. Das Prinzip der RT-PCR unterscheidet sich
nur wenig zur klassischen Polymerasekettenreaktion. Jedoch wird als Analysat die aus RNA
synthetisierte ¢cDNA verwendet und nach jedem Vervielféltigungsschritt erfolgt eine
Fluoreszenzmessung. Jede Reaktion erfolgte mit 0,2 ul der synthetisierten cDNA Probe, 8,44
ul sterilem Wasser, 10 pl des SybrGreen®-Puffers und 0,16 pl des Enzyms Tag-Polymerase.
Zusitzlich wurden die fiir jedes Gen spezifischen Primer 1:10 mit destilliertem Wasser
verdiinnt und jeweils 0,6 pl des rechten und des linken Primers hinzugefiigt. Nach
Zusammenpipettieren der Reagenzien auf einer 96-wel/l RT-PCR Platte und Versiegelung mit
einer Folie wurden im LightCycler 480 die automatisierten PCR-Zyklen initiiert. Jeder Zyklus
bestand aus einer Strangtrennungsphase bei 95°C, einer Primerhybridisierungsphase bei 60°C,
in der sich die Primer spezifisch am geplanten Amplifikationstiick in der DNA anlagern und
einer Amplifikationsphase bei 72°C. Durch Wiederholung dieses Zyklus kommt es gezielt zu
einer exponentiell steigenden Vervielfdltigung des gesuchten DNA-Stiickes (Amplicon). Der
Ablauf wurde insgesamt 45-mal wiederholt. Der in dem Reaktionsgemisch enthaltene
Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen® besitzt die Eigenschaft sich an doppelstringige DNA
anzulagern. Nach jedem Zyklus wird eine automatisch ablaufende Fluoreszenzmessung
durchgefiihrt, wodurch man auf die Anzahl der DNA-Kopien schliefen kann. (siche
Abbildung 6)

Im Zyklus-Fluoreszenz Diagramm konnte fiir jede Analyse der sogenannte Cp-Wert bestimmt
werden. Der Cp-Wert ist definiert als der Zeitpunkt, an dem die durch das amplifizierte DNA-
Produkt verursachte Fluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz tibersteigt. (siche Abbildung 7)
Sind in einer Probe von vornherein bereits viele der gesuchten cDNA-Fragmente vorhanden,
kommt es zu einem verfrithten Anstieg der Fluoreszenz und folglich zu einem niedrigen Cp-
Wert. Hingegen deutet ein hoher Cp-Wert auf einen spiten Fluoreszenzanstieg hin und
bedeutet, dass anfangs die Probe einen niedrigen Gehalt an dem gesuchten cDNA-Fragment
aufwies. In Analysen mit einem Wert von 40 und hoher wurden die jeweils bestimmten
Genexpressionen als nicht nachweisbar angesehen. Als zusdtzliche Kontrolle wurden fiir
jeden Primer und jede Analysenplatte der Cp-Wert von ddH,O bestimmt, der stets nicht

nachweisbar war.
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Um eine relative Quantifizierung durchzufiihren, wurden die Cp-Werte fiir das zu
untersuchende Gen ins Verhéltnis zum Cp-Wert eines housekeeping Gens wie z.B. 18S oder
GAPDH gesetzt. Dabei handelt es sich um kontinuierlich in allen Zellen exprimierte Gene.
18S ist Teil der ribosomalen RNA und wurde als housekeeping Gen fir das Ischdmie-
Reperfusionsmodell und die LPS-Stimulation gewihlt, da es vor allem in PBMCs unter
Stimulierungsbedingungen das stabilste der housekeeping Gene ist."** GAPDH ist das Enzym
Gycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase und wurde fiir die Analyse der humanen und
murinen Basalexpression verwendet. Aufgrund des Herstellungsprozesses der erworbenen
humanen cDNA von Clontech konnte hier 18S nicht zur Normalisierung verwendet werden.
Deswegen wurde zum Zweck der spéteren Vergleichbarkeit GAPDH gewihlt. Ferner war bei
der mRNA Expressionsbestimmung in humanen Organen, aufgrund des herstellerbedingten
Vorhandenseins nur einer Probe pro Organ, keine Bestimmung biologisch unabhingiger
Werte moglich. Deswegen konnten hierfiir keine Standardabweichungen berechnet und
Signifikanzbestimmungen durchgefiihrt werden.

Die Berechnung der Cp-Werte erfolgte durch LightCycler® 480 Software. Weitere
Berechnungen, die statistische Auswertung sowie die Darstellung der Tabellen und Graphen
erfolgte mit Microsoft Excel®, GraphPad Prism® und Adobe Illustrator®.

Um zu iberpriifen, dass die amplifizierten DNA-Fragmente mit dem vorhergesagten
Amplicon fiir das jeweilige Gen iibereinstimmen, wurde nach der RT-PCR eine
Gelelektrophorese der Produkte durchgefiihrt. Hierbei konnte die vorhergesagte Anzahl an

Basenpaaren fiir jedes untersuchte Gen bestitigt werden.
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Abbildung 6: Schematisch dargestellter Ablauf der PCR Zyklen im Lightcycler.

Das zu amplifizierende Stiick wird im oberen Strang von der linken Primerzielsequenz (rot) und im
unteren Strang von der rechten Primerzielsequenz flankiert. (blau) Nach Strangtrennung bei 95°C
liegen die Primerzielsequenzen frei und konnen in der Primerhybridisierungsphase von den zwei
jeweiligen Primern (gelb und griin) spezifisch gebunden werden. Mit Hilfe der Tag-Polymerase und
freien ANTPs kommt es zur Elongation des Stranges und damit spezifisch zur Vervielfdltigung des

amplifizierten DNA-Stiickes.

Mit Hilfe von SybrGreen®, das sich an doppelstrangige DNA anlagert, erfolgt nach jedem der 45
Zyklen eine Fluoreszenzmessung. In der Abbildung unten befindet sich die Verlaufskurve der
Temperatur und die Zeitpunkte der Messungen."”' Den Zyklen geht eine fiinfminiitige Initiationsphase

1.09.47

bei 95°C voraus. Am Ende erfolgt die Bestimmung der Primerschmelzkurven zur Qualititssicherung.
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Abbildung 7: Beispielhafte Cp-Wert Bestimmung aus Zyklus-Fluoreszenz Diagramm

Auf der x-Achse ist die Anzahl der Zyklen im Verlauf der Zeit angegeben. Auf der y-Achse befinden
sich die Fluoreszenzmesswerte. Die Ermittlung des Cp-Werts erfolgt automatisch und ergab hier
beispielhaft 24,70. Das bedeutet, dass es nach errechneten 24,70 Zyklen zu einem signifikanten
Anstieg der gemessenen Fluoreszenz gegeniiber der Hintergrundfluoreszenz kam.

2.2.8. Auswahl der Primer

Das Entwerfen der Primersequenzen fand mit Hilfe von Primer3 statt. Dabei handelt es sich
um ein im Internet zugéngliches Computerprogramm. Primer3 ist in der Bioinformatik und
medizinischen Forschung anerkannt und ein oft eingesetztes Instrument.'**'** Nach Festlegen
von diversen Parametern, wie z.B. Ldnge des amplifizierten Stiickes auf der DNA sowie
Linge und Schmelztemperatur des Primers, errechnet das Programm ein geeignetes
Primerpaar. Dariiber hinaus wurde g¢PrimerDepot zur Vorauswahl von mdglichen
Primerpaaren verwendet. Dabei handelt es sich um eine ebenfalls anerkannte Datenbank von
Primern, die spezifisch auf die Anforderungen von RT-PCR zugeschnitten sind. Diese
Datenbank nutzt ebenfalls das Programm Primer3 fiir das Erstellen der Paare."** Die erstellten
Sequenzen fiir die Primer erfiillten folgende Kriterien: Linge des amplifizierten DNA-
Produkts zwischen 80 und 148 Basenpaaren und Linge der Primer zwischen 17 und 26
Basenpaaren. Dariiber hinaus wurden - soweit moglich - nur Primerpaare gewdihlt deren
Zielsequenz sich auf unterschiedlichen Exons befindet. Dadurch konnte vermieden werden,

dass die Zielsequenz in eventuellen genomischen DNA-Verunreinigungen repliziert wird.
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Hierbei kommt es aufgrund des enthaltenen Introns zu einem sehr langen
Amplifikationsstiick, das in der kurzen PCR-Zyklus Zeit nicht fertig synthetisiert werden
kann. Somit wird die synthetisierte DNA-Kette abgebrochen bzw. es kommt im néchsten
PCR-Zyklus zur Strangtrennung. Tabelle 4 zeigt die fiir die Analysen verwendeten humanen

und murinen Primerpaare.

Tabelle 4: Humane und murine Primer fiir RT-PCR

Humane Primer

Gen Sequenz

A20 NM_006290 LP: 5 GGACTTTGCGAAAGGATCG -3¢
RP: 5 TCACAGCTTTCCGCATATTG -3¢
CYLD NM_015247 LP: 5 TTTGATGGAGTGCAGCTTTG -3¢
RP: 5% CTCCTTTCCTGCGTCACACT -3¢
DUBA NM_017602 LP: 5 GCAGGCTACAACAGTGAGGAC -3¢
RP: 5 GCCTTTTCAAACCAATGCTC -3¢
ST2 NM_ 003856 LP: 5 CCCACTCAGGAAAGAAATCG -3¢
RP: 5 TTCGCATATCCAGTCCTATTGA -3¢
CD180 NM_ 005582 LP: 5 CACCTCCTGGGATCAGATGT -3¢
RP: 5 TGGTAGAGTGTCAGGGATTTCA -3¢
SIGIRR NM_021805 LP: 5 CCCAGCTCTTGGATCAGTCT -3¢
RP: 5 AGTCAGGGGCCCTATCACAG -3¢
TANK NM_ 133484 LP: 5- CAAAGGAAGACTTGTAACCTGGA -3¢
RP: 5 AGTTGCTCGCCAATGTTTTT -3¢
SOCS1 NM 003745 LP: 5 GACCCCTTCTCACCTCTTGA -3¢
RP:  5°- GTAGGAGGTGCGAGTTCAGG -3¢
SOCS3 NM 003955 LP: 5~ GGAGACTTCGATTCGGGACC -3¢
RP: 5 GAAACTTGCTGTGGGTGACC -3¢
SHIP NM_005541 LP: 5 GTGACCCATCTGCAATACCC -3¢
RP:  5°- GGGTGGAGACACGACACTTT -3¢
IRAK-M  NM_007199 LP: 5 CTCGGTCATCTGTGGCAGTA -3¢
RP: 5 TTCTAGGTGGGACCGGAAGT -3¢
DOK1 NM_ 001381 LP: 5 AGAGTCAGCGCTTTGGGAC -3°
RP: 5 CGACCCCTTATGGTCAAAGA -3¢
DOK?2 NM_003974 LP: 5- GTACAGCAGCGCAGTCACAG -3¢
RP: 5 AGCCCGGAGGGTATAGGAC -3¢
SHP1 NM_080548 LP: 5% CCCTCCCTACAGAGAGATGCT -3¢
RP:  5°- GAAGCTACCGTGGACACCTC -3¢
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SHP2

TOLLIP

IRF4

SIKE

NLRX1

ERBIN

CENTBI

Clec4a2

GAPDH

18S

NM 002834

NM_019009

NM_ 002460

NM 025073

NM_024618

NM 018695

NM 014716

NM_011999

NM_002046

NR 003278

LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:

5¢- GCGGGAGGAACATGACATC -3¢
5¢- CGGAAAGTGTGAAGTCTCCAG -3¢
5°- GACAACTGTCTCCGTCGCA -3¢

5¢- CGGGAGCTCACCGATGTA -3¢

5% CCTGCAAGCTCTTTGACACA -3¢
5¢- GAGTCACCTGGAATCTTGGC -3¢
5¢- GTGGATGCTGAACCAGTCCT -3¢
5¢- CCACCTGAACTGCTTTCCTC -3¢
5¢- CTGCCTCTGCTCTTCAACCT -3¢
5¢- CTCGAAACATCTCCAGCACC -3¢
5¢- AATCATGTCAAGCGAAGCCT -3¢
5 TGGGTTGAATTTATCTCCCTG -3¢
5¢- GCCTCTATTGAGCTGGTGGA -3¢
5¢- ACTTTCCAGGAGACCAGTGC -3¢
5 AGAGCTGGTTCATACAACATTGG -3¢
5 TGACTTCCAATTCTTTGGGC -3¢
5°- GAAGGTGAAGGTCGGAGTC -3¢
5- GAAGATGGTGATGGGATTTC -3¢
5 GCAATTATTCCCCATGAACG -3¢
5¢- AGGGCCTCACTAAACCATCC -3¢

LP =linker Primer, RP = rechter Primer,
NM_XXXX = offizieller Code fiir das jeweilige Gen

Murine Primer

Gen Sequenz
A20 NM_ 009397 LP: 5 AAGCTCGTGGCTCTGAAAAC -3¢
RP: 5- TTCCTCAGGACCAGGTCAGT -3¢
CYLD NM_ 173369 LP: 5- GGGATGGAAGGTTTGATGG -3¢
RP: 5 CTCCTTTCCTGTGTCACGCT -3¢
DUBA NM_ 138604 LP: 5 AGCGGGCTACAACAGTGAAG -3¢
RP: 5 AAGGCCTTTTCAAACCAGTG -3¢
ST2 NM_ 010743 LP: 5 TGACGGCCACCAGATCATTCACAG -3¢
RP: 5- GCCAAAGCAAGCTGAACAGGCAATAC -3¢
CD180 NM_008533 LP: 5 GAGCCACCACATCCTCAGAT -3¢
RP:  5- TGAGTTTGGTAAAGTGCCAGG -3¢
SIGIRR NM_ 023059 LP: 5- GGATGACAAAGATCCCATGC -3¢
RP:  5- ATGCAGATCCTGGTTTCCTG -3¢
TANK NM_ 011529 LP: 5 GCTTCCAGAATGGGTACGTG -3¢
RP:  5- TGGTAGGAATGCCAGCTCTC -3¢
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SOCS1

SOCS3

SHIP

IRAK-M

DOK1

DOK?2

SHP1

SHP2

TOLLIP

IRF4

SIKE

NLRX1

ERBIN

CENTBI

Clec4a2

GAPDH

18S

NM_009896

NM_007707

NM 010566

NM 028679

NM 010070

NM 010071

NM 013545

NM_011202

NM 023764

NM 013674

NM 025679

NM_ 178420

NM_021563

NM 153788

NM_011999

NM_008084

NR 003278

LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:
LP:
RP:

5¢- ACTTCTGGCTGGAGACCTCA -3¢
5¢- ACAAGCTGCTACAACCAGGG -3¢
5- AAGGCCGGAGATTTCGCT -3¢

5 AACTTGCTGTGGGTGACCAT -3¢
5% GCTGTTCCGGAATTGTGTTT -3¢
5¢- GTGAAGAACCTCATGGGGAC -3¢
5¢- CACTGCTGGGAGAGCTTTG -3¢
5 CCAGCCAGCTGTTTGAAAGT -3¢
S5“-TTTTCTGCCTTGGAGATGCT -3¢
5¢- GCTCCAGGATTTGACTCTGC -3¢
5- ATGGTCAGGATGGAGGAGC -3¢
5¢- ATATAACACGGCTGCGAACC -3¢
5¢- GTACCCACTGAACTGCTCGG -3¢
5¢- ATCACCAGGTTGGCTGAGAC -3¢
5°- GACGGGAGGAACATGACATC -3¢
5 AAAACTGCCATCGACTCCTC -3¢
5¢- GCGGGTCTCTGTGCAGTT -3¢
5-TGTGGGTGTTATACGGAGGAA -3¢
5¢- TGCAAGCTCTTTGACACACA -3¢
5¢- CAAAGCACAGAGTCACCTGG -3¢
5¢-TTCAGGTGGACGATAACCAA -3¢
5- GAGATTCACTGCTGATGGACAG -3¢
5¢- CACCTGGGTACCTTCGTGTT -3¢
5 GCCCACAAATTCAACCACTT -3¢
5¢- GCCCTGAGACACCCTGAGA -3¢
5¢- CAACCGCACAAACAAACTTC -3¢
5 CCTCGATTGAACTGGTGGAA -3¢
5- AGGTAATGCTGTCCGCTCTC -3¢
5 GCACAATGAATTGAACTGCAC -3¢
5¢- GGAACCAAGTAGCAGTGGGA -3¢
5 CGTCCCGTAGACAAAATGGT -3¢
5 TTGATGGCAACAATCTCCAC -3¢
5 GCAATTATTCCCCATGAACG -3’
5¢- AGGGCCTCACTAAACCATCC -3’

LP =linker Primer, RP = rechter Primer,
NM_XXXX = offizieller Code fiir das jeweilige Gen
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2.29. ELISA

Beim ELISA handelt es sich um den sogenannten Enzyme-linked Immunosorbent Assay.
Dabei werden mit Hilfe von verschiedenen Antikérpern und einer enzymatischen
Farbreaktion verschiedene Proteine nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit wurde der bei
Entziindungen freigesetzte Mediator Interleukin-6 (IL-6) im Uberstand der stimulierten
PBMCs nachgewiesen. Dazu wurden spezielle ELISA Platten mit dem priméren Antikorper
fiir IL-6 beschichtet. Durch Zupipettieren der abgenommenen Uberstinde kommt es zur
Bindung und Fixierung von IL-6 an die Antikorper. Nach Zugabe eines zweiten Antikorpers,
der an ein Enzym gekoppelt ist, kommt es zu einer Farbreaktion die photometrisch
quantifiziert werden kann. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden entsprechend den
Herstelleranweisungen durchgefiihrt. Dazu fand zunéchst die Inkubation bei 4° C iiber Nacht
mit dem verdiinnten Primérantikorper statt. AnschlieBend wurden die Platten mit Waschpuffer
griindlich ausgespiilt. Nach einer weiteren einstiindigen Inkubation mit verdiinntem FCS
wurden die Analysate auf die Platten pipettiert. Danach wurde erneut gewaschen und ein
Gemisch aus Sekundérantikdrper und einer Peroxidase, die es vermag die Farbstoffreaktion
zu starten, aufgetragen. Nach erneutem Waschen erfolgte das Pipettieren der Substratlosung
und je nach Anzahl der gebundenen Antigene erfolgte eine mehr oder weniger starke
Farbreaktion. Nach 30 Minuten wurde diese durch Zugabe von zweimolarer Schwefelsidure
gestoppt.

Im ELISA Lesegerdit wurde anschlieBend die photometrische Quantifizierung der
Farbreaktion durchgefiihrt, die Riickschluss auf die Konzentration von IL-6 gibt. Die weitere

Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel®.

2.2.10. PAS-Farbung und immunhistochemische Fiarbungen

Zur Anfertigung der histologischen Schnitte wurden sowohl die Periodic Acid Schiff **
(PAS)- Féarbung als auch immunhistochemische Fiarbungen verwendet. Zundchst wurden die
aus den Maiusen entnommenen Nierenstiicke 24 Stunden in 4%-igem Formalin fixiert.
AnschlieBend erfolgte die Einbettung in Paraffin und Anfertigung von 4 pum diinnen
Schnitten. Diese wurden auf die mit Ammoniumpersulfat behandelten Objekttrager

aufgebracht und 12 Stunden lang bei 37°C getrocknet. Jeder Objekttrager wurde zuerst in
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Xylol, danach mit Hilfe einer absteigenden Ethanolverdiinnungsreihe entparaffiniert und
schlieBlich sorgfaltig mit Wasser gespiilt.

Zur Anfiarbung mit PAS wurden die Schnitte fir 10 Minuten mit einer PAS-Losung
behandelt. Nach Abwaschen mit destilliertem Wasser wurde eine 20-miniitige Inkubation mit
Schiffschen Reagenz durchgefiihrt. 20 Minuten spéter erfolgte nach einem erneuten
Waschschritt mit destilliertem Wasser eine Inkubation der Schnitte mit Kalium-Methabisulfit
Losung fir 2 Minuten. Danach wurden die Schnitte nach kurzem Abtropfen der zuvor
aufgetragenen Fliissigkeit fiir 2 Minuten in Fixierlosung gegeben. AnschlieBend erfolgte eine
3-miniitige Behandlung mit Mayer’s Hemalum Reagenz, danach fand ein weiterer
Waschschritt statt. Durch Zugabe von Ethanol wurde dann den Schnitten Wasser entzogen.
Zur immunhistochemischen Férbung mussten die Schnitte zusétzlich zur bereits oben
beschriebenen Entparaffinierung noch fiir 20 Minuten mit H,O,-Methanol-Losung behandelt
werden. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Prdparate 20 Minuten in einer
Demaskierungslosung inkubiert und danach abgekocht. Es folgte jeweils eine 15-miniitige
Inkubation mit Avidin und Biotin. Als ndchstes kam es zur Inkubation mit dem priméren
Antikorper. Dabei handelte es sich entweder um Antikorper gegen Neutrophile, F4/80 oder
gegen Aktin der glatten Muskulatur (SMA).

Je nach verwendetem Antikérper unterschieden sich die Schritte in Konzentration und
Inkubationsdauer. Danach erfolgte die Zugabe des passenden sekundiren Antikorpers fiir 30
Minuten und Behandlung mit ABC-Losung fiir weitere 30 Minuten. AbschlieBend wurden die

Schnitte noch mit Methylgriin angefarbt, gewaschen und mit hochprozentigem Ethanol fixiert.
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Kapitel 3:

Ergebnisse
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3. Ergebnisse

3.1. Negativregulatoren unterscheiden sich zwischen Maus und Mensch

Um einen ersten Uberblick iiber die Prisenz der Negativregulatoren in verschiedenen
Geweben unter nicht-pathologischen Verhiltnissen zu erhalten, wurde deren Basalexpression
in 10 verschiedenen Organen von Maus und Mensch bestimmt. Da spéter unter
Stimulationsbedingungen die relative Vermehrung der Expression dieser Gene gemessen
wurde, sind diese Ergebnisse wichtig um die Bedeutung der Expressionsverdnderungen
einzuordnen. Die untersuchten Organe umfassten Milz, Lunge, Leber, Niere, Diinndarm,
Dickdarm, Hoden, Thymus, Gehirn und Herz.

Dazu wurde die cDNA aus Mausorganen, wie im Methodenteil beschrieben, synthetisiert. Die
cDNA aus menschlichen Organprdparaten wurde von Clontech, Mountain View, USA
kduflich erworben. Mit Hilfe quantitativer RT-PCR wurde die Expression der
Negativregulatoren 1im  Vergleich zum Haushaltsgen  Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) bestimmt. Da die untersuchten Regulatoren {iberwiegend in
Immunzellen vorkommen, wurde die immunzellreiche Milz als Referenzorgan gewahlt und
die Expression in anderen Organen im Vergleich zur Milz dargestellt. Hiermit konnte bei
einem groBBen Quotienten zwischen Organexpression und Milzexpression auf eine
auBergewohnlich hohe mRNA-Expression des jeweiligen Gens in bestimmten Organen
geschlossen werden. Umgekehrt konnte bei einem kleinen Quotienten von einer, relativ zur

Milz verminderten Expression ausgegangen werden.
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3.1.1. Expression in humanen Organen

Alle Negativregulatoren waren kontinuierlich im humanen Milzgewebe exprimiert; nur A20,
ST2, DOK2 und ERBIN wiesen einen sehr niedrigen Wert auf. Die meisten
Negativregulatoren zeigten im Vergleich zur Milz eine verminderte Expression in fast allen
Organen. Ausnahmen ergaben sich bei der Expression im Hoden: TOLLIP zeigte eine 4,3-
fach erhohte Expression, die restlichen Gene waren iiberwiegend &hnlich bis unterexprimiert.
Dariiber hinaus war SOCS3 in der Lunge 3,5-fach erhoht. ST2 ist mit einer 182,9-fach
erhohten mRNA-Expression in der Lunge und einer 20,1-fach erhohten Expression in der

Niere besonders hervorzuheben.

Expression in humaner Milz
(mRNA/ GAPDH mRNA)

§

[Human T A20 | cvio[ousa] st2 Jeiso]siGire] Tank[socsi] socs3] ship rak-m[ pok1 [poka [ sup1 | supa [rotup] 1rFa T sike [NLrxa[erein centeafcecsaz

A20
CYLD
DUBA

ST2

CD180
SIGIRR
TANK
SOcCs1
SOCSs3
SHIP
IRAK-M
DOK1
DOK2
SHP1
SHP2
TOLLIP
IRF4
SIKE
NLRX1
CENTB1
Clec4a2

Milz 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 1.0| 10| 10| 10| 10| 1.0
Lunge 13 0.6 0.7 06| 12| 06| 05 06 | 0.7 0.8
Leber i) 0.9

Niere 0.9

Diinndarm 17

Dickdarm 14 0.5

Hoden 22 0.7 0.6 18| 11| 08

Thymus

Gehirn

Herz

Skala 06| 08| 10| 15| 20| 3.0

Abbildung 8: mRNA-Expression der Negativregulatoren in menschlichen Organen

Es wurde die basale mRNA Expression der jeweiligen Negativregulatoren organspezifisch
mit Hilfe von quantitativer RT-PCR bestimmt. GAPDH diente als Haushaltsgen. Das obere
Balkendiagramm zeigt die Expression in der humanen Milz. Die untere Tabelle zeigt die x-
fach vermehrte oder verminderte mRNA-Expression in den jeweiligen Organen im Vergleich
zum Referenzorgan Milz. Griine Farbtone indizieren eine verminderte, gelbe Farbtone eine
dhnliche und rote Farbtone eine ilibermidfige Expression. Wegen der herstellerbedingt
begrenzten Verfligbarkeit nur einer, gepoolten Probe pro Organ konnten keine
Standardabweichungen und Signifikanzen berechnet werden.
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3.1.2. Expression in murinen Organen und Interspeziesvergleich

Als néchster Schritt wurden die mRNA-Expressionen von denselben Genen, die bereits beim
Menschen untersucht wurden, bei 12 Wochen alten C57BL/6 Méusen bestimmt. Die meisten
Regulatoren waren in der Milz verstérkt exprimiert mit Ausnahme von SOCS3 und IRAK-M,
die besonders niedrige mRNA Mengen aufwiesen.

Entsprechend der Beobachtung bei menschlichen Organen, waren auch bei der Maus die
meisten Gene im Vergleich zur Milz unterexprimiert, darunter vor allem CD180, TANK,
SHIP, DOK1, SHP1, IRF4 und NLRX1. (Abbildung 9)

Dennoch zeigten sich einige Auffélligkeiten: TOLLIP war entgegen anderer Regulatoren in
fast allen Organen im Vergleich zur Milz iiberexprimiert. Besonders hervorzuheben ist die
mRNA Expression im Hoden, wo fiir TOLLIP eine 50,5-fache Erh6hung gegeniiber der Milz
feststellbar war. Weiterhin zeigte SHP2 eine signifikant vermehrte Expression in Lunge und
Hoden. ERBIN war ebenfalls in einer Vielzahl der Organe im Vergleich zur Milz
iiberreprasentiert, jedoch nur in der Lunge in statistisch signifikantem Ausmal}. Ebenso war
die SOCS3 mRNA Expression in der Lunge erhoht. Generell waren in der Lunge die
Transkripte vieler Regulatoren wie ST2, SOCS3, SHP2, TOLLIP, SIKE und ERBIN
statistisch signifikant vermehrt.

Beim direkten Vergleich zwischen Mensch und Maus, der in Abbildung 10 dargestellt ist,
zeigten die meisten untersuchten Gene ein dhnliches mRNA-Expressionsprofil. Eine deutliche
Diskrepanz konnte zwischen muriner und humaner Expression von TOLLIP festgestellt
werden. In allen Mausorganen bis auf Herz, war TOLLIP im Vergleich zur Milz statistisch
signifikant iiberreprdsentiert. Hierbei stachen vor allem Hirngewebe mit 4,8-facher
Expression, Lunge mit 6,8-facher Expression und Hoden mit 50,5-facher Expression im
Vergleich zur Milz hervor. In menschlichen Geweben war TOLLIP hingegen ausschlieBlich
im Hoden mit lediglich 4,3-facher Expression erhoht. In allen anderen Geweben war das Gen
im Vergleich zur Milz unterrepréisentiert.

Auflerdem waren die beim menschlichen ST2 beobachteten Werte von 182,2 fiir Lunge und
20,1 fiir Niere nicht im murinem Gewebe beobachtbar.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass die mRNA Expression der
Negativregulatoren von Mensch und Maus nicht immer {ibereinstimmen, besonders TOLLIP

und ST?2 betreffend.
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Abbildung 9: mRNA-Expression der Negativregulatoren in murinen Organen.

Es wurde die basale mRNA Expression der jeweiligen Negativregulatoren organspezifisch
mit Hilfe von quantitativer RT-PCR bestimmt. GAPDH diente als Haushaltsgen. Das obere
Balkendiagramm zeigt die Expression in der murinen Milz. Werte sind mRNA Expression +
SEM. Die untere Tabelle zeigt die x-fach vermehrte oder verminderte Expression in den
jeweiligen Organen im Vergleich zum Referenzorgan Milz. Griine Farbtone indizieren eine
verminderte, gelbe Farbtone eine dhnliche und rote Farbtone eine liberméfBige Expression.
Asterisk weist auf einen p-Wert <0,05 hin.
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3.2. Negativregulatoren werden im Rahmen von Infektionen induziert

Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien, der eine
Entziindungsreaktion durch TLR4 Aktivierung ausldst.” Im Rahmen der Endotoxintoleranz
von Monozyten bewirkt eine Vorstimulation mit LPS eine abgeschwichte Ausschiittung von
proinflammatorischen Mediatoren nach einer erneuten LPS Stimulation.'” Ein essentieller
Bestandteil dieses Mechanismus sind Negativregulatoren der PRRs.?’

In einem Vorexperiment wurde an humanen PBMCs die LPS-vermittelte Ausschiittung des
proinflammatorischen Zytokins IL-6 mit und ohne Vorstimulation untersucht. Dazu wurden
von einem gesunden Spender PBMCs aus peripher-vendsem Blut isoliert und fiir 12 Stunden
entweder mit 500 ng/ul LPS oder PBS als Kontrolle inkubiert. Nach Entfernung der
Uberstinde und spiilen mit PBS erfolgte bei beiden Gruppen eine Stimulation mit 500 ng/ul
LPS. Es ergab sich in den LPS-vorstimulierten Zellen eine, im Vergleich zu den PBS-
vorstimulierten Zellen verminderte Ausschiittung von IL-6, die statistisch hoch signifikant
war. (Abbildung 11)

Es muss also wihrend der 12 Stunden langen Inkubation zu einer Art Abschwéchung der
Sensitivitdt der Zellen gegeniiber dem Liganden kommen. Eine Erkldrung hierfiir sind
Negativregulatoren der angeborenen Immunitit, die vermehrt exprimiert werden und in der

Lage sind TLR-Signalwege abzuschwéchen.
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Abbildung 11: LPS-vorstimulierte PBMCs zeigen verminderte Entziindungsreaktionen
PBMCs wurden mit Hilfe eines Ficoll-Gradienten aus Blut von menschlichen Spendern
isoliert und fiir 12 Stunden mit 500 ng/ul LPS bzw. mit PBS als Kontrolle vorstimuliert. Nach
einer Stunde wurde erneut mit 500 ng/ul LPS stimuliert. Nach weiteren 12 Stunden wurden
die Uberstinde abgenommen und mit Hilfe von ELISA wurde IL-6 im Uberstand gemessen.
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Um die Induktion der ausgewdihlten 22 Negativregulatoren von PRRs im Zusammenhang mit
der Aktivierung durch PAMPs wie LPS ndher zu beschreiben, wurde die Verdnderung der
mRNA-Expression dieser Proteine nach Stimulation untersucht. Dazu wurden PBMCs,
genauso wie bereits im Vorexperiment, aus humanem und zusétzlich murinem Blut mit Hilfe
eines Ficoll-Gradienten isoliert und fiir 4, 12, 18 oder 24 Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen von LPS inkubiert. AnschlieBend folgten die Lyse der Zellen, RNA-
Isolation, Umschreibung der RNA auf cDNA und die Detektion der mRNA-Expression durch
quantitative RT-PCR.

Bei den nativen PBMCs aus humanem Blut waren bis auf ST2, DOK2, SHP1, TOLLIP und
ERBIN alle untersuchten Gene gut exprimiert. 4 Stunden nach Stimulation mit 500 ng/ml
LPS konnten bereits erhebliche Verdanderungen im Expressionsmuster beobachtet werden:
A20, CYLD, ST2, TANK, SOCS3, IRAK-M und ERBIN zeigten eine signifikante Induktion
der Expression. Besonders A20 und SOCS3 waren mit 8,77 und 17,44-facher Erhéhung
vermehrt detektierbar. SOCS3 war zu allen vier Zeitpunkten der am stirksten induzierte
Negativregulator. Hingegen war die Expression von CD180 und DOK2 nach 4 Stunden
signifikant supprimiert und blieb auch zu den weiteren Zeitpunkten deutlich unter den Werten
der Kontrollen. Viele der untersuchten Gene lieBen im Zeitverlauf deutliche Muster erkennen:
A20 mRNA erreichte nach 4 Stunden mit 8,77-facher Induktion den Maximalwert und nach
24 Stunden den Minimalwert von 2,39-facher Induktion. Einen dhnlichen Verlauf konnte man
bei ST2 und ansatzweise bei TANK beobachten.

Mit zunehmender Stimulationsdauer zeigten sich vermehrt Clec4a2 mRNA-Transkripte mit
einem Minimum von 0,25-facher Expression nach 4 Stunden und einem Maximum von 4,70-
facher Expression nach 24 Stunden. IRAK-M wies ein dhnliches - jedoch abgeschwichtes -
Muster auf. Somit konnten A20, ST2 und TANK als frith exprimierte, Clec4a2 und IRAK-M
als spit exprimierte Regulatoren in humanen PBMCs identifiziert werden. (Abbildung 12)
Um die Ergebnisse nach Stimulation mit 500 ng/ml LPS zu bestdtigen, wurden wiederum
humane PBMCs aus peripherem Blut isoliert. Diesmal wurden diese jedoch mit einer deutlich
geringeren Konzentration von 10 ng/ml LPS inkubiert.

Hierbei konnte man ein Expressionsmuster erkennen, das dem zuvor beobachteten - wenn
auch etwas abgeschwicht - sehr dhnelt. Erneut waren A20 und SOCS3 nach 4 Stunden mit
3,37-facher und 4,97-facher Expression im Vergleich zu den Kontrollen am deutlichsten
erhoht. Die Expression der zuvor herunterregulierten Gene CD180 und DOK2 war hier
wiederum nach LPS-Stimulation deutlich vermindert. Auch die zuvor beobachteten Muster

der frithen und spéten Regulatoren konnten zum Teil wiedererkannt werden. A20 war erneut
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eindeutig als frith exprimiertes Gen erkennbar, Clec4a2 erwies sich als spdt exprimiertes Gen.
Die bei der Stimulation mit 500 ng/ml LPS beobachteten Expressionsmuster von ST2, TANK
und IRAK-M wurden hier nicht deutlich. Insgesamt konnten die Ergebnisse der Stimulation
von humanen PBMCs mit hoheren LPS-Konzentrationen durch die Versuche mit 10 ng/ml

LPS bestitigt und untermauert werden.
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Abbildung 12: Expression Negativregulatoren nach Stimulation von humanen PBMCs
mit LPS

A: Stimulation mit 500 ng/ml LPS B: Stimulation mit 10 ng/ml LPS

Balkendiagramme zeigen die basale mRNA-Expression + SEM in Kontrollen. 18S diente als
Haushaltsgen. Die Expression der einzelnen Regulatoren ist als x-fache Induktion im
Vergleich zu den Kontrollen dargestellt. Griine Farbtone zeigen verminderte, gelbe zeigen
dhnliche und rote zeigen vermehrte Expression an. Asterisken weisen auf einen p-Wert <0,05
hin.
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Im Weiteren wurde die Expression bei PBMCs, die aus murinem Blut isoliert wurden,
untersucht. Dazu fand die Stimulation ebenfalls mit 500 ng/ml LPS oder PBS statt. Die
Basalexpression in den PBS-stimulierten Kontrollen zeigte eine kontinuierlich gute
Expression der meisten untersuchten Gene mit Ausnahme von ST2, SOCS3, IRAK-M und
Clec4a2. Bereits nach vierstiindiger Inkubation mit 500 ng/ml LPS konnten A20, TANK und
IRAK-M als signifikant induzierte Negativregulatoren identifiziert werden. Weiterhin waren
SOCS3 und Clec4a2 zu allen Zeitpunkten mindestens mehr als doppelt so stark exprimiert
wie in den unstimulierten Zellen. (Abbildung 13)

Beziiglich des Zeitverlaufs einiger Regulatoren konnte A20, mit einem Induktionsmaximum
von 4,47 nach 4 Stunden und einem Expressionsminimum von 0,57 nach 24 Stunden,
eindeutig als frither Negativregulator bei der Maus beschrieben werden. TANK und IRAK-M

wiesen ebenfalls dhnliche, friihbetonte Expressionsmuster auf.
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Abbildung 13: Expression der Negativregulatoren nach Stimulation von murinen
PBMCs mit LPS

Die Stimulation isolierter PBMCs erfolgte mit 500 ng/ml LPS. Balkendiagramme zeigen die
basale mRNA-Expression + SEM in Kontrollen. 18S diente als Haushaltsgen. Die Expression
der einzelnen Regulatoren ist als x-fache Induktion im Vergleich zu den Kontrollen
dargestellt. Griine Farbtone zeigen verminderte, gelbe zeigen dhnliche und rote zeigen
vermehrte Expression an. Asterisken weisen auf einen p-Wert <0,05 hin.
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3.3. Akuter Nierenschaden fiihrt zu Inflammation und induzierten
Negativregulatoren

Beim ischdmischen Nierenversagen kommt es aufgrund der Freisetzung von DAMPs zu einer
Entziindungsreaktion, die durch Mustererkennungsrezeptoren vermittelt wird.'* Um
festzustellen, ob dabei Negativregulatoren von Mustererkennungsrezeptoren vermehrt
aktiviert werden und somit den Gewebeschaden begrenzen kénnen, wurden diese im renalen
Ischdmie-Reperfusionsmodell der Maus untersucht. Dazu wurde bei zuvor andsthesierten
Mausen eine der beiden Nierenarterien fiir 45 Minuten abgeklemmt und danach wieder zur
Reperfusion freigegeben. Nach 4 Stunden, 12 Stunden, 24 Stunden, 5 Tagen, 10 Tagen und 5
Wochen wurden die Tiere getotet und beide Nieren entnommen. Um das Ausmal} des
Nierenschadens festzustellen, wurde zundchst die histologische Aufbereitung und
mikroskopische Untersuchung der Gewebsschnitte durchgefiihrt. Weiterhin folgten die RNA-
Isolation mit cDNA-Synthese und RT-PCR Analyse der 22 ausgewidhlten Negativregulatoren.

3.3.1. Immunzellmigration und Regeneration nach S Wochen

Die Gewebeproben wurden zur Darstellung des strukturellen Nierenschadens mit PAS
angefdrbt. Zur Darstellung der Neutrophilenmigration wurde die Neutrophilen-Féarbung, fiir
die Makrophagen die F4/80 Farbung verwendet.

In der PAS-Fiarbung war 4 Stunden nach einem 45-miniitigem Ischdmieereignis kein
eindeutiger Schaden im Parenchym erkennbar. Nach 12 Stunden wurde zunehmend
nekrotisches Material in den Tubuli sichtbar, welches nach 1 - 10 Tagen, stark violett
angefarbt, imponierte. Nach 5 Wochen erschien das Gewebe intakt und regeneriert. Beziiglich
der Einwanderung von neutrophilen Granulozyten fand sich nach 4 Stunden kein eindeutiger
Unterschied zu den kontralateralen Nieren. Nach 12 Stunden kam es zu einer massiven
Neutrophileninfiltration, die sich jedoch im weiteren Verlauf abgeschwécht darstellte und
nach 10 Tagen sowie nach 5 Wochen komplett verschwand. In der F4/80-Féarbung konnte
man nach 5 sowie 10 Tagen eine vermehrte Makrophageninfiltration beobachten, die an den
vorhergehenden Zeitpunkten nicht vorhanden war. 5 Wochen nach Induktion des
Nierenschadens waren fast alle Makrophagen verschwunden und im Vergleich zur
Kontrollniere nicht signifikant erhoht. Zusammenfassend kommt es im renalen Ischdmie-
Reperfusionsmodell zum strukturellen Nierenschaden mit nekrotischen Tubuli, einer nach 12
Stunden maximalen Neutrophileninfiltration und einer nach 5 - 10 Tagen maximalen

Makrophageninfiltration.
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Abbildung 14 (Vorseite): Struktureller Nierenschaden und Immunzellinfiltration nach
45-miniitiger Ischamie

Nach Abklemmen der Nierenarteriec von C57BL/6-Mausen wurden nach 4 Stunden, 12
Stunden, 1 Tag, 5 Tagen, 10 Tagen oder 5 Wochen die Nieren entnommen und histologisch
aufbereitet. Es sind PAS-, Neutrophilen- und F4/80-Fiarbung gezeigt. Die Kontrollschnitte
sind reprisentativ fiir alle untersuchten Zeitpunkte dargestellt.

3.3.2. Verstirkte Expression von Negativregulatoren beim akuten
Nierenschaden

In den nicht operierten Nieren war die Basalexpression der meisten untersuchten Gene sehr
niedrig. Nur die mRNA Transkripte von CYLD, DUBA, SIGIRR, SHP1, SHP2, TOLLIP,
NLRX1 und ERBIN waren bereits im nicht ischdmischen Nierengewebe vermehrt vorhanden.
Bereits 4 Stunden nach Ischdmie war die Expression der Negativregulatoren A20, TANK,
SOCSI1 und SOCS3 mindestens mehr als zweifach im Vergleich zu den Kontrollen induziert.
(Abbildung 15) Interessanterweise waren diese Gene mit Ausnahme von SOCS1 auch schon
bei der Stimulation der murinen PBMCs mit LPS nach 4 Stunden erhéht (Abbildung 13) und
weisen somit Parallelen auf.

Ab 12 Stunden nach Ischdmieereignis war ST2 mit 8,3-facher Expression im Vergleich zu
den kontralateralen Nieren ebenfalls signifikant induziert. Nach einem Tag wurden bereits
fast die Hailfte der untersuchten Negativregulatoren wie A20, ST2, SOCS3, SHIP, IRAK-M,
DOKI1, DOK2, CENTBI1 und Clec4a2 mindestens fiinffach vermehrt exprimiert. 5-10 Tage
nach Operation konnten, zusitzlich zu den bereits zuvor exprimierten Genen noch CD180,
TANK und IRF4 als spét induzierte Negativregulatoren ausgemacht werden. Dabei betrug die
Anzahl der mRNA Transkripte stets mindestens das 9-fache des Wertes der kontralateralen
Nieren. Nach fiinf Wochen unterschieden sich die Expressionswerte vieler untersuchter Gene
nicht mehr wesentlich zwischen operierten und nicht operierten Nieren. Einige Regulatoren
waren jedoch im post-ischdmischen Nierenparenchym immer noch deutlich vermehrt
exprimiert. Besonders hervorzuheben ist hierbei ST2 mit einer 8,2-fach erhéhten Expression.
Zusammenfassend konnte aufgezeigt werden, dass nicht nur bei mikrobieller Stimulation,
sondern auch im Rahmen des sterilen Nierenschadens eine Vielzahl der untersuchten
Regulatoren induziert wird. Die Zeitpunkte, zu denen die mRNA Transkripte erstmals
vermehrt gefunden werden, unterscheiden sich von Regulator zu Regulator. Im Extremfall
konnen die Negativregulatoren erst nach 5-10 Tagen signifikant vermehrt in den ischdmischen
Nieren nachgewiesen werden oder bleiben auch 5 Wochen nach Ischdmieereignis noch

induziert.
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Abbildung 15: Induktion der Negativregulatoren nach akutem Nierenschaden

Durch 45-miniitige Ischdmie wurde in C57BL/6 Méusen ein akutes Nierenversagen induziert.
Nach 4 Stunden, 12 Stunden, 1 Tag, 5 Tagen, 10 Tagen und 5 Wochen wurde mit Hilfe von
RT-PCR die Expression der Negativregulatoren bestimmt. Obenstehendes Balkendiagramm
zeigt die Expression in den nicht operierten Kontrollnieren. 18S wurde als Haushaltsgen
verwendet. Werte geben die x-fache Induktion im Vergleich zur kontralateralen, nicht
operierten Niere an. Griine Farbtone bedeuten verminderte, gelbe zeigen dhnliche und rote
zeigen vermehrte Expression. Asterisken weisen auf einen p-Wert <0,05 hin.

3.4.Induktion von Negativregulatoren beim chronischen Nierenschaden

Wie bereits zuvor demonstriert, regeneriert sich das Nierenparenchym 5 Wochen nach
45-minttiger Ischdmie - histologisch betrachtet - fast komplett. Trotz der stattgefundenen
Geweberegeneration bleiben wenige der Negativregulatoren induziert. (siche 3.3.1 und 3.3.2)

Es stellte sich die Frage wie die untersuchten Regulatoren im Nierengewebe, das nicht mehr
regenerationsfahig ist, exprimiert sind. Dies konnte experimentell dadurch erreicht werden,
dass die Nierenarterie fiir eine ldngere Zeit abgeklemmt wurde und es somit zu einer deutlich

starkeren Ischiamie kam.
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Dazu wurde bei C57BL/6 Maiusen fiir 20, 45 oder 120 Minuten eine Nierenarterie
abgeklemmt und anschliefend wieder zur Perfusion freigegeben. 5 Wochen spéter wurden die
Maiuse getotet und die Nieren histologisch aufgearbeitet. Zusétzlich erfolgten, wie bereits

zuvor die Isolation der RNA, die cDNA-Synthese und die Analyse mit Hilfe von RT-PCR.

3.4.1. Langzeitige renale Ischamie fithrt zu vermehrter Fibrose

Mit der PAS-Féarbung konnte der strukturelle Nierenschaden und mit der F4/80 Farbung die
Makrophageninfiltration im Schnittpriparat festgestellt werden. Zusdtzlich wurden die
Schnitte mit Antikdrpern gegen SMA immunhistologisch angefdarbt, um das Ausmal} der
entstehenden Fibrose abzuschétzen.

Wie erwartet ergaben sich bei 20-miniitiger Abklemmung keinerlei erhohte
Makrophageninfiltration oder Fibrose. Die 45 Minuten andauernde renale Ischdmie konnte
nach 5 Wochen in der PAS und F4/80 Firbung wiederum keine Unterschiede zu den
Kontrollnieren erkennen lassen. In der SMA-Féarbung war zu diesem Zeitpunkt keine deutlich
vermehrte Fibrose erkennbar.

Eine 120-miniitige Abklemmung resultierte hingegen in fast volliger Destruktion des
Nierengewebes, welche in der PAS-Farbung erkennbar war. Weiterhin waren eine
ausgeprigte Makrophageninfiltration und die Entstehung einer deutlichen Fibrose auftillig.
(Abbildung 16)

Somit kommt es nach 45-miniitigem Abklemmen im renalen Ischdmie-Reperfusionsmodell
nach 5 Wochen zu einer weitgehenden Regeneration des Nierengewebes. Jedoch fithren 120
Minuten renaler Ischdmie zur langfristigen Entwicklung einer Fibrose und zur dauerhaften

Makrophageninfiltration.
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Abbildung 16: Fibroseentstehung beim chronischen Nierenschaden 5 Wochen nach
Ischimie

5 Wochen nach 20-, 45- oder 120-miniitigen Abklemmen einer Nierenarterie wurden die
Nieren entnommen und Gewebeschnitte mit PAS bzw. mit Antikdrpern gegen F4/80 und
SMA angefirbt. Die jeweils nicht operierten Nieren dienten als Kontrolle und sind hier fiir
alle Zeitpunkte reprasentativ dargestellt.
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3.4.2. Expression von Negativregulatoren ist abhingig von der
Ischimiedauer

Um die Rolle der Negativregulatoren beim voriibergehenden bzw. progressiven
Nierenschaden miteinander zu vergleichen, wurde nun die Induktion der Negativregulatoren
in Abhéngigkeit von der Ischdmiedauer bestimmt. Die Nierenarterien wurden wieder fiir 20
Minuten, 45 Minuten bzw. 120 Minuten abgeklemmt.

Eine 20-miniitige Ischdmiezeit bewirkte nach 5 Wochen bei keinem der untersuchten Gene
eine vermehrte Expression im Vergleich zu den kontralateralen Nieren. 45 Minuten langes
Abklemmen der Nierenarterie fiihrte, wie bereits vorher beschrieben (siehe 3.3.2), zur
andauernden Expression vieler Negativregulatoren wie ST2, TANK, SOCS3, DOK2,
CENTBI1 und Clec4a2.

Der bei 120-mintitiger Ischdmie histologisch beobachtete ausgepragte Nierengewebsschaden
nach 5 Wochen, spiegelte sich auch in der mRNA Expression wider: Die Transkripte vieler
Negativregulatoren wie A20, CD180, SOCS1, SHIP, IRAK-M, DOK1, IRF4 und CENTBI1
waren mehr als 5-fach gegeniiber der Kontrollniere vermehrt. ST2, TANK, SOCS3, DOK2,
Clec4a2 waren dariiber hinaus sogar mehr als 10-fach vermehrt in den post-ischdmischen
Nieren detektierbar. (Abbildung 17) Bei den induzierten Regulatoren handelte es sich
iiberwiegend um diejenigen, welche auch schon nach 45-miniitiger Ischdmie vermehrt
exprimiert waren.

Daraus kann geschlossen werden, dass die Expression der Negativregulatoren von
Mustererkennungsrezeptoren im Rahmen des chronischen Nierenschadens abhéngig von der

Ischdmiedauer und somit vom Ausmal} des Gewebeschadens ist.
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Abbildung 17: Induktion der Negativregulatoren durch renale Ischimie nach S Wochen
Unterschiedlich lang abgeklemmte Nieren wurden nach 5 Wochen mit Hilfe von RT-PCR auf
mRNA-Expression der Negativregulatoren von PRRs untersucht. Werte auf der y-Achse sind
x-fach erhdhte Expression im Vergleich zur Kontrollniere.
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel zu bestimmen, ob und wie die Expression von
Negativregulatoren der angeborenen Immunitdt im Rahmen der Aktivierung durch infektions-
und ischidmiebedingte Ursachen beeinflusst wird. Weiterhin wurde die Basalexpression der
Regulatoren zwischen Mensch und Maus verglichen. Dabei zeigten sich vor allem beim
Regulator ST2 im gesunden Lungen- und Nierengewebe und beim Regulator TOLLIP in fast
allen untersuchten Organen enorme Unterschiede zwischen Maus und Mensch. Nach
Stimulation von isolierten PBMCs mit LPS in vitro ergab sich eine deutliche Induktion der
Regulatoren A20, TANK, SOCS3, IRAK-M und Clec4a2 sowohl in murinen, als auch in
humanen Zellen. Nach Simulation eines akuten Nierenversagens im Mausmodell war eine
Vielzahl von Regulatoren, darunter A20, CD180, ST2, SOCS1, SOCS3, SHIP, IRAK-M,
DOKI1, DOK2, IRF4, CENTBI1 und Clec4a2 vermehrt exprimiert. 5 Wochen nach einem

exzessiven Nierenschaden waren fast alle untersuchten Regulatoren dauerhaft induziert.

4.1. Negativregulatoren bei Mensch und Maus

Im ersten Teil der Arbeit wird die mRNA Basalexpression der verschiedenen Regulatoren im
menschlichen, wie auch im murinen Organismus untersucht. Bereits vorhandene
Expressionsdaten finden sich in diversen Internetdatenbanken in groBem Ausmal. Humane
Datenbanken umfassen die Gene Expression Omnibus™® (GEO) Datenbank und die

. . 137,138
Genotype-Tissue Expression

(GTEx) Datenbank des Nationalen Gesundheitsinstituts der
USA. Weiterhin gibt es den Gene Expression Atlas'” des Europiischen Bioinformatik
Instituts und diverse andere Datenbanken wie z.B. ,,Genecards* des Weizmann Institute of
Science, welche die Informationen zusammenfassen und darzustellen versuchen. Viele der
Expressionsdaten wurden jedoch mit unterschiedlichen Verfahren gewonnen, darunter z.B.
Microarrays und ,,RNA-Seq*, das sich zur Sequenzierung der Gesamtheit aller vorhandenen
Transkripte einer Probe eignet. Trotz der Effizienz dieser neuen, teuren Verfahren wird in
vielen Féllen weiterhin empfohlen mRNA Expressionen mit Hilfe anderer Methoden wie z.B.
RT-PCR zu validieren.'”® Dazu werden in solchen Datenbanken oft grofie Mengen
unterschiedlicher Studien gemeinsam préasentiert, wodurch die Vergleichbarkeit und

experimentelle Standardisierung angezweifelt werden kann. Die Ergebnisse der vorliegenden

Arbeit konnten die bereits vorhandenen mRNA Expressionsdaten trotzdem zu einem grof3en
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Teil bestdtigen, jedoch ergaben sich je nach Datenbank Abweichungen. In unserer Analyse
der humanen cDNA ergab sich eine relativ um den Faktor 182 bzw. 20 erhdhte Expression
des Regulators ST2 in Lunge bzw. Niere. Diese zwei Beobachtungen konnten durch die
GTEx-Datenbank und die RNASeq Analyse der Genecards-Datenbank bestitigt werden. Die
Microarraydaten der Genecards- und der ,,Gene Expression Atlas“-Datenbank konnten die
Ergebnisse jedoch nicht bestitigen. Unsere Ergebnisse zeigten auch, dass SOCS3 in der
Lunge und TOLLIP im Hoden vermehrt exprimiert sind. Diese Beobachtungen konnten durch
die GTEx Datenbank bestitigt werden, jedoch nicht durch die anderen Datenbanken. Die
hohe Genauigkeit der GTEx Datenbank ist hochstwahrscheinlich darin begriindet, dass sie
einen sehr standardisierten und genau festgelegten Ablauf der Probengewinnung und Analyse
vorschreibt,'?7*

Beziiglich der murinen Expressionsdaten ist ein Vergleich sehr schwierig, da keine der
Datenbanken einen genauen Vergleich der unterschiedlichen Organe bereitstellt. Zusétzlich
kommt hier das Problem der verschiedenen Mausstimme und Altersstufen der Méuse hinzu.
Einzig die ,,Gene Expression Atlas*“-Datenbank bietet einen RNASeg-basierten Vergleich, der
allerdings nur fiinf der untersuchten Organe umfasst und somit nicht bewertet werden kann.'*!
Da sich die experimentellen Bedingungen in unserer Studie, bis auf den Probengewinn, nicht
zwischen murinen und humanen Daten unterscheiden, kann hier ein guter Vergleich gezogen
werden. Auffillig ist, dass die meisten untersuchten Gene ein &hnliches mRNA-
Expressionsprofil aufweisen. Deutliche Unterschiede konnten zwischen der murinen und
humanen Expression von TOLLIP festgestellt werden. TOLLIP war in allen Mausorganen
besonders gut exprimiert, widhrend TOLLIP in fast allen menschlichen Organen
unterreprasentiert war. Die hohen ST2 Expressionen in menschlicher Lunge und Nieren
waren im murinen Organismus nicht nachweisbar. Natiirlich geben diese Expressionsdaten
keinen konkreten Beweis fiir die verstarkte oder abgeschwéchte Funktion des Proteins, jedoch
sollten diese Daten besonders bei der Interpretation von Tierexperimenten mit der Maus als

immunologischem Modellorganismus in Betracht gezogen werden.
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4.2. Negativregulatoren und Sepsis

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Induktion von Negativregulatoren der angeborenen
Immunitdit im Rahmen von infektiosen Erkrankungen untersucht. Dazu wurden humane
Monozyten mit LPS stimuliert, um die klinische Situation einer bakteriellen Sepsis zu
simulieren.

Das Management von Patienten mit Sepsis gestaltet sich im klinischen Alltag schwierig. Wie
bereits erwdhnt kommt es hdufig zur iiberschieBenden Reaktion des Immunsystems, die
letztendlich zum Organversagen fithren kann.” Deshalb besteht eine therapeutische Option in
der Gabe des immunsuppressiven Cortisols.” Es liegt nahe, dass es durch die Unterdriickung
der inflammatorischen Signalwege zur verminderten Freisetzung von Zytokinen wie TNF-a
und IL-1 kommt. Somit kann die systemische Entziindungsreaktion und eine reaktive
Vasodilatation abgeschwédcht werden. Jedoch besitzt Cortisol immunsuppressive
Eigenschaften, wodurch die Entstehung von sekundiren Infektionen begiinstigt wird.'**'*?
Viele Sepsispatienten entwickeln aber ohne vorherige Steroidgabe im Verlauf sekundére
Infektionen.”® Hierbei entwickelt sich spontan eine Phase der Immunsuppression, welche als
CARS bezeichnet wird.”® Dazu passt auch die Beobachtung, dass 70% der verstorbenen
Sepsispatienten nicht erwartungsgeméal in der ersten hochinflammatorischen Phase der Sepsis
versterben, sondern nach mehr als 3 Tagen oder erst nach mehreren Wochen.'**

Die Mechanismen der Immunsuppression beim Krankheitsbild Sepsis sind Bestandteil
aktueller Forschung. Momentan gibt es zwei unterschiedliche Ansdtze zur Erkldrung der
immunsuppressiven Phase. (Abbildung 18) Beiden gemeinsam ist die gleichzeitige
Aktivierung des angeborenen Immunsystems und Suppression des adaptiven Immunsystems
kurz nach der Infektion. Ebenfalls kommt es in beiden Theorien entweder zum schnellen,
hyperakuten Verlauf mit letalem Ausgang oder, im Fall der Beseitigung der Infektionsquelle,
nach 4-5 Tagen zur Genesung. Nach der ersten Theorie wird bei nicht erfolgreicher
Elimination des Pathogens, zusétzlich zur Suppression des adaptiven Immunsystems, das
angeborene Immunsystem supprimiert. Somit kann entweder die Primérinfektion nicht
verniinftig bekdmpft werden oder es kommt gar zur Sekundarinfektion mit opportunistischen
Erregern.]45

Die neuere, zweite Theorie besteht darin, dass das angeborene Immunsystem nach nicht
erfolgter Genesung weiterhin aktiv bleibt und durch die anhaltende Inflammation bleibende

Gewebeschiden verursacht, welche die spiten Todesfille begriinden.'*
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Abbildung 18: Unterschiedliche Theorien iiber die Rolle des Immunsystems bei der
immunsuppressiven Phase der Sepsis. Nach Hotchkiss, 2013 '**

Der Verlauf des angeborenen Immunsystems ist mit dem blauen Pfeil dargestellt, der Verlauf
des adaptiven Immunsystems mit dem griinen Pfeil. In beiden Theorien kommt es nach
Infektion zur Stimulation des angeborenen Immunsystems und Suppression des adaptiven
Immunsystems. Féllt die Immunreaktion zu stark aus, fiihrt dies zum Tod des Patienten nach
wenigen Tagen. Kann die Inflammation kontrolliert werden kommt es zur Genesung. Die
spiaten Todesfdlle werden im ersten Modell durch Sekundérinfektionen aufgrund des
supprimierten Immunsystems verursacht. Im zweiten Modell kann die Entziindung nicht
kontrolliert werden und fiihrt damit zu Organschéden und zu den spéten Todesféllen.
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Griinde fiir die anti-inflammatorische Phase der Sepsis finden sich auf mehreren Ebenen der
Immunantwort. Eine wichtige Rolle hierbei spielt vor allem die Apoptose von Immunzellen
wie z.B. T-Zellen, B-Zellen und dendritische Zellen, die wichtig fiir die Funktion der
adaptiven Immunitit sind.'** Neutrophile Granulozyten hingegen zeigen verminderte
Apoptose, dafiir jedoch eine eingeschrinkte Funktion.'*®'*” Weitere Ursachen sind eine
verminderte Expression von HLA-DR Molekiilen auf DCs und Makrophagen, eine erhohte
Ausschiittung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 und die zunehmende ,,Erschépfung*
von T-Zellen."”® Ein anderes Phinomen, das zur immunsuppressiven Phase beitrigt, ist die
bereits zuvor erwdhnte Endotoxintoleranz.®” Am einfachsten lisst sich diese Eigenschaft in in
vitro-Experimenten nachweisen, indem Monozyten mit LPS vorstimuliert und nach einer
bestimmten Zeit erneut stimuliert werden. Dieses Phidnomen kann man auch bei
Sepsispatienten beobachten. Isolierte Monozyten dieser Patientengruppe zeigen eine deutlich
abgeschwichte Inflammationsreaktion nach Gabe von LPS.* Die genauen Mechanismen der
Endotoxintoleranz sind noch nicht vollstindig bekannt, jedoch kommen einige
Erklarungsansétze in Frage: Diskutiert wird eine verminderte Expression des Rezeptors TLR-
4, wodurch es letztendlich zur verminderten Aktivierung des proentziindlichen

Transkriptionsfaktors NF-kB kommt.'**

Eine weitere Erkldrung ist die verminderte
Expression des Rezeptors CXCR3, der fiir die Leukozytenmigration eine Rolle spielt.”’
Ebenfalls wurde im Rahmen der Endotoxintoleranz eine niedrigere Anzahl an Lymphozyten
im zirkulierenden Blut beobachtet.’’ Zuletzt bleiben noch die Negativregulatoren der
angeborenen Immunitit zu nennen. Wie eine Ubersichtsarbeit zeigt, ist die Induktion von
Negativregulatoren der angeborenen Immunitit einer der verantwortlichen Griinde fiir die
Endotoxintoleranz und kann als wichtiger Bestandteil der Atiologie der immunsuppressiven
Phase der Sepsis gesehen werden.”’

Unsere Ergebnisse zeigen, dass nach Stimulation von humanen PBMCs mit LPS aus gram-
negativen E.coli viele der Negativregulatoren vermehrt induziert wurden. Neben Regulatoren,
die nur gering erhoht waren, stachen hier vor allem A20, ST2, TANK, SOCS3, IRAK-M,
ERBIN und Clec4a2 mit einer mehr als 3-fach erhohten Expression gegeniiber den Kontrollen
heraus. In einer Publikation im Journal of Immunology konnte von einer anderen
Arbeitsgruppe eine vermehrte Induktion von Negativregulatoren in humanen Leukozyten
bereits nachgewiesen werden. Nach einer intravendsen Gabe von LPS wurden nach
bestimmten Zeitpunkten Leukozyten aus dem Blut isoliert und die Expression von A20, ST2,
SOCS3 und IRAK-M bestimmt.'* Dabei ergab sich fiir alle vier untersuchten Regulatoren ein

dhnliches Expressionsprofil wie in unserer in vitro Analyse. In unserer Studie konnte dartiiber
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hinaus eine Induktion von TANK, ERBIN und Clec4a2 festgestellt werden. Damit stellen
unsere Ergebnisse einen neuen Ansatzpunkt fiir weitere Untersuchungen zur Bedeutung dieser
Negativregulatoren dar.

TANK ist u.a. ein Negativregulator von TLR-4 vermittelten Immunantworten und kdnnte so
in einer Art Feedbackschleife nach Aktivierung durch LPS eine {liberschieende Reaktion des
Immunsystems bei der Sepsis verhindern.”” Von ERBIN und Clec4a2 ist bisher nicht bekannt,
dass sie den TLR-4 Signalweg beeinflussen. ERBIN fiihrt bekanntermallen zu einer
Abschwichung der Aktivierung des Mustererkennungsrezeptors NOD-2.'" Clec4a2 vermag
hingegen TLR-8 Signalwege negativ zu regulieren.''” Die Tatsache, dass die Stimulation
eines Rezeptors (in unserem Experiment TLR-4 Aktivierung durch LPS) zu einer
Abschwichung von Signalwegen anderer Rezeptorsubtypen oder ganz anderer
Rezeptorgruppen fiihren kann, nennt man Kreuztoleranz.'

Es ist bekannt, dass z.B. eine Vorstimulation mit dem TLR-2 Liganden MALP-2 aus
Mykoplasmen zu einer abgeschwichten Inflammationsreaktion gegeniiber dem TLR-4
Liganden LPS aus gram-negativen Bakterien beitragen kann. Umgekehrt weill man, dass sich
nach Vorstimulation mit LPS - im geringeren Mal3e - eine abgeschwéchte Reaktion gegentiber
MALP-2 zeigt."”' Da TLR-2 wie TLR-4 z.B. Candidabestandteile binden konnen, erscheint es
logisch, dass Sepsispatienten eine gréfere Anfilligkeit fiir sekundire Infektionen wie

2 Uber eine mogliche Kreuztoleranz zwischen TLR-4 und TLR-8, das

Pilzinfektionen haben.
durch Clec4a2 negativ reguliert wird bzw. NOD-2, das durch ERBIN reguliert wird, ist bisher
nichts bekannt. Unsere Studie zeigt allerdings nach Gabe des TLR-4-Agonisten LPS die
Induktion dieser zwei Negativregulatoren und sollte als Ansatzpunkt fiir die weitere
Untersuchung der Kreuztoleranz dienen.

Diese Beobachtungen fiihren zu einem neuen Erkldrungsmodell der Pathophysiologie der
immunsuppressiven Phase bei der gram-negativen Sepsis. (Abbildung 19) Bestimmte
Negativregulatoren bewirken iiber eine Feedbackschleife, dass die iiberschiefende
Immunreaktion geddmpft wird und frithe Todesfélle verhindert werden konnen. Hierbei
spielen vor allem A20, ST2, TANK und IRAK-M als Negativregulatoren des TLR-4
Signalwegs eine Rolle. Andererseits fordern andere Negativregulatoren wie ERBIN und
Clec4a2 die Entstehung sekundérer Infektionen, in dem sie die Mustererkennungsrezeptoren
TLR-8 bzw. NOD-2 iiber die Kreuztoleranz inhibieren. TLR-8 vermittelt die
Pathogenerkennung von Einzelstrang-RNA Viren wie z.B. Influenza A."’ NOD-2 ist als
intrazellularer Rezeptor an der Abwehr gegen eine Vielzahl von Mikroorganismen beteiligt.

Darunter fallen Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Mycobacterium
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tuberculosis, sowie Toxoplasma gondii, der Erreger der hdufig durch Immunsuppression

4,154
verursachten Toxoplasmose.”*">* S

omit konnte die Induktion bestimmter Negativregulatoren
im Rahmen einer gram-negativen Sepsis dazu fiihren, dass spezifisch einzelne
Superinfektionen wie Pneumonien oder Reaktivierungen von Virusinfektionen begiinstigt

werden.

UberschieRende l

Immunreaktion -
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/
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_ = « [N
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Abbildung 19: Modell zur Rolle von Negativregulatoren der angeborenen Immunitit bei
der gram-negativen Sepsis

Der blaue Pfeil zeigt den Verlauf der Reaktion des angeborenen Immunsystems. Die
Negativregulatoren A20, ST2, IRAK-M und TANK koénnen durch Einfluss auf den TLR-4
Signalweg iiberschiefende Immunreaktionen abschwéchen und frithe Todesfélle verhindern.
Nach mehreren Tagen kommt es zur anhaltenden Immunsuppression und zur Gefahr von
Sekundirinfektionen. Durch die Induktion von ERBIN und Clec4a2 werden TLR-8 sowie
NOD-2 Signalwege inhibiert und dadurch spezielle Sekundérinfektionen begiinstigt.
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4.3. Negativregulatoren und akutes Nierenversagen

Das akute Nierenversagen wird heutzutage hdufig in seiner Bedeutung unterschétzt. Bereits
eine kleine Verdnderung des Serumkreatinins von 0,3 mg/dl hat prognostisch sowohl einen

1 .
35 Die Ursachen

Einfluss auf die kurzfristige Mortalitét, als auch auf die Langzeitmortalitt.
fiir einen akuten Nierenschaden sind divers. Die meisten Félle bei hospitalisierten Patienten
werden durch Ischdmie, Nephrotoxine oder Sepsis verursacht, wodurch es zur sogenannten
akuten Tubulusnekrose kommt.'>

Dabei verlieren die epithelialen Tubuluszellen ihr intaktes Zellskelett und die Verankerung
vieler Membranproteine, wie z.B. von Adhésionsmolekiilen oder der Na+-K+-ATPase. In der
Folge konnen die Tubuluszellen ihre Funktion nicht mehr ausiiben und werden nekrotisch.'®
In Zellen, die noch nicht nekrotisch geworden sind, aber trotzdem Schaden genommen haben,
wird hdufig der sogenannte regulierte Zelltod induziert, wie z.B. die Nekroptose oder
Ferroptose.””® Bei diesen Arten des Zelltodes schiittet die absterbende Zelle gezielt
proinflammatorische Zytokine aus, welche direkt Immunzellen aktivieren konnen. %'’

Bei der Nekrose, wie auch beim regulierten Zelltod kommt es dariiber hinaus zur Freisetzung
von DAMPs.!"15815% Hierbei werden vor allem HMGBI, ATP, Histone, Hitzeschockproteine,
Hyaluronan, Fibronectin und Biklykane freigesetzt, die dann an Mustererkennungsrezeptoren
binden koénnen und die Strukturen der angeborenen Immunitit aktivieren.'”” Dadurch werden
nicht nur die Rezeptoren auf ortsstindigen Immunzellen wie z.B. dendritischen Zellen,
sondern auch auf tubuldren Epithelzellen aktiviert. Es kommt zur Ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. Letztere fithren vor allem zur Anlockung
von neutrophilen Granulozyten, wodurch die Entziindungsreaktion weiter vorangetrieben
wird."”  Zusitzlich wandern iiberwiegend proinflammatorische Makrophagen in das
Nierenparenchym ein und produzieren neben Zytokinen auch reaktive Sauerstoff- bzw.
Stickstoffradikale. Gleichzeitig kommt es zu einer Aktivierung des adaptiven Immunsystems
und zur Infiltration von T-Lymphozyten.'” Die nekrotischen Zellen und der regulierte Zelltod
fiihren also zu einer Rekrutierung von Zellen auf vielen Ebenen des Immunsystems. Die
Entziindung und Immunzellinfiltration haben wiederum zur Folge, dass der regulierte Zelltod
in den parenchymalen Zellen aktiviert wird. Dadurch entsteht ein Circulus vitiosus, der zum
Organversagen und letztendlich zur systemischen Inflammation fiihrt."”® Dieser
Automatismus muss moglichst friih aufgehalten werden, um weitere Gewebeschiden zu
verhindern. Negativregulatoren von Mustererkennungsrezeptoren konnten, indem sie die
Aktivierung des angeborenen Immunsystems verhindern, den Teufelskreis unterbrechen und

so den Krankheitsprogress abschwéchen. (Abbildung 20) Einer dieser Negativregulatoren ist
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Single Ig IL-1-Related Receptor (SIGIRR), der als Membranprotein die TLR-4 vermittelten
Reaktionen von ortsstindigen Immunzellen in postischimischen Nieren abschwichen kann.'®
Ein weiterer Regulator, der in diesem Zusammenhang auf @hnliche Weise eine Rolle spielt ist
der Transkriptionsfaktor IRF4. Er schiitzt durch Unterdriickung der Ausschiittung des
proinflammatorischen Zytokins TNF-alpha das Nierenparenchym vor iiberméfBiger und

destruierender Inflammation.'¢

Es stellte sich die Frage, ob auch andere Regulatoren von
Mustererkennungsrezeptoren im Rahmen von sterilen Entziindungen wie dem akuten
Nierenversagen induziert werden.

Die Ergebnisse unserer Expressionsanalyse bei renaler Ischdmie zeigen, dass die Regulatoren
A20, TANK, SOCS1 und SOCS3 bereits nach 4 Stunden sowie ST2 nach 12 Stunden mehr
als zweifach vermehrt waren im Vergleich zu den nicht ischdmischen Kontrollnieren. 24
Stunden danach waren A20, ST2, SOCS3, SHIP, IRAK-M, DOK1, DOK2, CENTBI und
Clec4a2 mehr als fiinffach exprimiert. Nach 5-10 Tagen waren CD180, TANK und IRF4
ebenfalls vermehrt induziert. Interessanterweise war die Expression des Negativregulators
SIGIRR, dem eine wichtige Funktion beim akuten Nierenversagen zugeschrieben wird, nicht
erhoht. Dies wurde bereits zuvor von unserer Arbeitsgruppe festgestellt.'® Somit bieten
mRNA- und Proteinmenge nicht immer eine Korrelation mit der Funktion. Trotzdem konnte
die vermehrte Expression von IRF4 als bereits vorbeschriebener Negativregulator beim
ischamischen Nierenversagen bestétigt werden. Die anderen induzierten Regulatoren sollten
in weiteren Projekten mit den jeweiligen Knockout Miausen speziell auf ihre Rolle im
Ischdmie-Reperfusionsmodell tiberpriift werden. Bemerkenswert ist, dass - mit Ausnahme von
SOCS1 - alle anderen, durch die Ischidmie induzierten Gene auch schon bei den LPS
Stimulationen der PBMCs vermehrt exprimiert waren. Diese Beobachtung ist ein weiteres
Indiz, dass Mustererkennungsrezeptoren bei infektidsen, wie auch bei sterilen
Gewebeschdden die gleichen entziindlichen Mechanismen in Gang setzen. Ob sich die
negativen Regulationsmechanismen von Mustererkennungsrezeptoren zwischen den zwei
Inflammationstypen unterscheiden, wurde bisher nicht genau untersucht. Eine interessante
Studie zeigt jedoch die Bedeutung und den Zusammenhang der beiden Systeme. Mause, die
mit geringen Dosen LPS vorbehandelt wurden, zeigen nach Induktion des Ischdmie-
Reperfusionsmodells der Niere eine signifikant verringerte Mortalitét, histologisch einen
geringeren Nierenschaden sowie eine geringere Infiltration von Leukozyten. Somit kann man
von einer Art Endotoxinkreuztoleranz, dhnlich dem bereits oben beschrieben Phdnomen auf in

. 162
vitro Ebene sprechen.'®
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Abbildung 20: Pathophysiologie des ischimischen Nierenschadens. Nach Kurts et al >

und Bonventre et al '’

Ein Ischdmie-Reperfusionsschaden fiihrt zunichst zu einem Verlust der Zellpolaritit am
Tubulusepithel. Die Zellen werden entweder unmittelbar nekrotisch oder es kommt zur
Einleitung des regulierten Zelltods. In Folge kommt es durch DAMPs zur Aktivierung des
Immunsystems und zur Rekrutierung von Immunzellen. Die entstehende Inflammation leitet
in vielen Parenchymzellen wiederum den regulierten Zelltod ein und ein Circulus vitiosus
entsteht. Abhédngig vom Ausmall des Gewebeschadens kommt es entweder zur Regeneration
des Epithels oder zum chronischen Nierenschaden. Negativregulatoren von
Mustererkennungsrezeptoren konnten durch Inhibierung der proinflammatorischen
Signalwege friihzeitig den Teufelskreis durchbrechen.
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Dartiber hinaus wurden bereits einige andere klinische Szenarien beschrieben, bei denen ein
der Endotoxintoleranz &hnlicher Mechanismus dazu fiihrt, dass ein Gewebeschaden
abgeschwicht wird: In der Leber vermindert eine LPS-Vorstimulation einen Ischdmie-
Reperfusionsschaden.”® Weiterhin konnen die Ausdehnung von Herzinfarkten oder die Folgen
eines hamorrhagischen Schocks abgeschwicht werden.” Die Bedeutung der Regulation von
TLR-4 Signalwegen fiir das akute Nierenversagen konnte bereits zuvor in einer anderen
Studie gezeigt werden.!" Dabei war die beobachtete Immunzellmigration nach einem
ischdmischen Nierenversagen zu einem grof3en Teil TLR-4 vermittelt. Dementsprechend war
auch bei Miusen, die mit einen Antikdrper gegen den endogenen TLR-4 Liganden HMGB1
behandelt wurden, die Ausschiittung der Zytokine IL-1p und IL-6 sowie des Chemokins
MCP-1 vermindert.'" Somit liegt die Vermutung nahe, dass Negativregulatoren von TLR-4
oder anderer Mustererkennungsrezeptoren die Immunzellinfiltration und damit das
Fortschreiten der sterilen Entziindung begrenzen.

Unsere Ergebnisse der histologischen Auswertung der ischdmischen Nieren zeigten, dass es
bereits 12 Stunden nach dem Ischdmieereignis zu einer ausgepriagten Neutrophileninfiltration
kommt, die sich im weiteren Verlauf abschwicht. Die Makrophageninfiltration zeigte sich
zunehmend mit einem Maximum der Zellzahl nach 5 Tagen. Makrophagen konnen nicht nur
zur Verschlimmerung der Entziindung und damit zum Gewebeschaden beitragen, sondern
vermodgen auch sich zu anti-inflammatorischen M2-Makrophagen zu differenzieren. Somit
kann die Entziindung abgeschwicht werden und es kommt zur Regeneration des Epithels

durch die iibrigen Tubuluszellen oder durch Stammzellen.'”'®* (Abbildung 20)

4.4. Negativregulatoren und chronisches Nierenversagen.

Ein akuter Nierenschaden stellt nicht nur ein kurzfristiges Problem in der Patientenversorgung
dar, sondern kann auch langfristig Auswirkungen haben. Eine Metaanalyse von 13
Kohortenstudien ergab, dass Patienten die ein akutes Nierenversagen erleiden, eine 3,1-fach
erhohte Wahrscheinlichkeit haben spéiter eine endgradige Niereninsuffizienz zu entwickeln.
Das Risiko fiir chronische Nierenerkrankungen per se ist bei diesem Patientenkollektiv sogar
8,8-fach erhoht. Dabei war die Auspragung der chronischen Erkrankung von dem Ausmal3

des akuten Nierenschadens abhingig.'®

Sobald eine Progression zum Endstadium des
Nierenversagens stattgefunden hat, betrigt die mittlere Lebenserwartung 3-5 Jahre.'®
Auf zelluldrer Ebene kommt es im Rahmen fast jeder chronischen Nierenerkrankung zur

vermehrten Fibrose. Zunichst handelt es sich hierbei um einen Wundheilungsprozess, der zur

80



Diskussion

Wiederherstellung der Funktionsfdhigkeit des Organs beitragen soll. Kann jedoch der
Gewebeschaden nicht durch funktionsfahiges Parenchym ersetzt werden, kommt es zur
Ausbildung einer Fibrose und zum Funktionsverlust des Organs.'®® Dazu sezernieren
hauptsdchlich profibrotische M2-Makrophagen TGF-B und andere Wachstumsfaktoren,
welche den Prozess vorantreiben.'®

Da das AusmaB der Fibrose unter anderem durch die andauernde Entziindung bestimmt wird,
kann diesem Prozess durch die Negativregulatoren der angeborenen Immunitit
entgegengewirkt werden. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass eine Blockade
von SOCSI in primdren menschlichen Mesangialzellen zur vermehrten Expression von
profibrotischen Proteinen wie TGF-beta und Kollagen fiihrt.'”” Ein weiteres wichtiges
Beispiel fiir die Rolle von Negativregulatoren bei der Ausbildung eines chronischen
Nierenschadens ist IRAK-M. 5 Wochen nach einer akuten Ischdmie bewirkt das Fehlen dieses
Regulators einen chronischen Nierenschaden mit Verlust von Tubulusepithelzellen und
ausgeprigten interstitiellen Narben.'®®

In unseren Ergebnissen sind die mRNA-Expressionen dieser zwei Gene 5 Wochen nach
einem 120-miniitigem Ischdmieereignis deutlich erhoht. Dariiber hinaus ist eine Vielzahl der
anderen untersuchten Regulatoren ebenfalls vermehrt exprimiert. Bei der 45-miniitigen
Ischdmie zeigen SOCS1 und IRAK-M 5 Wochen nach dem Ereignis keine signifikante
Erhohung. Jedoch stechen hier ST2, TANK, SOCS3, DOK2, CENTBI und Clec4a2
besonders hervor. Dies ist erstaunlich, da zu diesem Zeitpunkt histologisch im Vergleich zur
Kontrolle keine vermehrte Immunzellinfiltration mehr feststellbar ist.

Beim Blick in andere Fachgebiete der Inneren Medizin konnten weitere Negativregulatoren
als potentielle Risikogene der Fibroseentwicklung entdeckt werden. Bei SOCS3-defizienten
Maiusen entwickelt sich nach experimenteller Induktion viel schneller eine Leberfibrose als
bei Wildtypmausen. SOCS3 verhindert in der Leber die Ausschiittung von TGF-beta und
kann so dem fibrotischen Umbau vorbeugen.'® Auch wenn die Pathophysiologie dieses
Modells nicht liber eine TLR-getriggerte Inflammation mit nachfolgender Fibrosierung
verlauft, sollte auch die Rolle von SOCS3 in der Niere auf einen antifibrotischen Effekt
untersucht werden. Weitere dhnliche Beispiele finden sich in Herz und Lunge: Fiir den
Negativregulator A20 konnte ein protektiver Effekt auf die TGF-beta vermittelte

170 Weiterhin fiihrt ein Fehlen des

Fibroseentstehung im Herzmuskel nachgewiesen werden.
Regulators CYLD bei Méusen zur Entwicklung einer Lungenfibrose nach einer Infektion mit

. 171
Streptococcus pneumoniae.
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4.5. Limitationen der Studie

Trotz der vielseitigen FEinblicke in die Regulationsmechanismen des angeborenen
Immunsystems muss bedacht werden, dass die Aussagekraft der Studie durch manche
Kriterien limitiert wird. Im ersten Teil der Arbeit wird die Expression der Negativregulatoren
in den verschiedenen Organen von Maus und Mensch bestimmt. Das murine Material stammt
von Méusen, die durch konsequente Inzucht {iber ungefdhr 70 Jahre einen nahezu komplett
identischen Genotyp besitzen.'’* Dariiber hinaus handelte es sich ausschlieBlich um 6 Wochen
alte, minnliche Tiere. Die Spender der menschlichen Proben hingegen variieren betrdchtlich
beziiglich Alter, Geschlecht und selbstverstindlich dem Genotyp. (sieche 2.2.2) Einerseits ist
dieser Vergleich angebracht, weil von Ergebnissen aus tierexperimentellen Studien haufig auf
den Nutzen fiir die Medizin generell geschlossen wird. Andererseits beeintrachtigt dieses
Vorgehen die Prizision der Ergebnisse und fiihrt dazu, dass falsche Aussagen getroffen
werden konnten.

Die Folgerungen dieser Studie setzen weiterhin die Bedingung voraus, dass die erhobenen
mRNA-Daten auch eine Aussage iiber das tatsdchliche Vorhandensein des Proteins zulassen.
Dies trifft sicher auf viele der Regulatoren zu, jedoch zeigten Studien, dass diese Annahme
nicht immer zutrifft.'” Fiir den quantitativen Nachweis der Regulatoren auf Proteinebene
miissten die Erkenntnisse mit Hilfe von Western Blots bestétigt werden, jedoch iibersteigt dies
aufgrund der Anzahl der untersuchten Regulatoren und der mangelnden Verfiigbarkeit von
bestimmten Primdrantikdrpern den Rahmen der Arbeit. Eine weitere Beeintrachtigung der
Aussagekraft ergibt sich aus der Tatsache, dass die enzymatische Aktivitit, die in vielen
Regulatoren iiber das Funktionsausmal} entscheidet, oft nicht iiber die quantitative Menge der
einzelnen Regulatoren, sondern z.B. {iber deren Phosphorylierungszustand bestimmt wird. So
ist bekannt, dass die Deubiquitinasenfunktion des untersuchten Regulators CYLD durch
Phosphorylierung unterdriickt wird und somit seine negative regulatorische Wirkung auf die

Aktivierung des angeborenen Immunsystems abgeschwicht wird.'”*
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5. Zusammenfassung

Mustererkennungsrezeptoren gehoren zu den Strukturen des angeborenen Immunsystems und
umfassen eine Vielzahl von Untergruppen. Die bekannteste Untergruppe stellen Toll-like
Rezeptoren (TLRs) dar. Nach deren Aktivierung werden proinflammatorische Signalwege in
Gang gesetzt, wodurch IL-6 und TNF-alpha freigesetzt werden, die systemische Reaktionen
wie Fieber und Hypotension zur Folge haben. Die  Aktivierung der
Mustererkennungsrezeptoren erfolgt entweder durch korperfremde Strukturen, die Pathogen-
Associated Molecular Patterns (PAMPs) oder durch korpereigene Strukturen, die Danger-
Associated Molecular Patterns (DAMPs) genannt werden. Ersteres passiert z.B. im Rahmen
der Sepsis durch gram-negative Bakterien. Dabei wird der pathogene Zellwandbestandteil
LPS freigesetzt und aktiviert den Rezeptor TLR-4. Nachfolgend werden Immunzellen
mobilisiert und koénnen die Krankheitserreger beseitigen. Diese  systemische
Entziindungsreaktion fiihrt jedoch oft zu Herz-Kreislaufinstabilitit mit letalen Folgen oder
schwerwiegenden Organschiden. Auch im Rahmen von sterilen Gewebeschidden wie z.B.
beim akuten Nierenversagen werden Mustererkennungsrezeptoren aktiviert und treiben
Inflammationsreaktionen voran. Dabei kommt es durch lokale Ischdmie oder anderweitige
Gewebeschdden zur Freisetzung von DAMPs aus nekrotischen Zellen. Die
Entziindungsreaktion fiihrt zur weiteren Zerstorung des Gewebes und im Verlauf zur
Narbenbildung und Fibrosierung. Damit die entstehende Entziindung nicht unkontrolliert
verlduft und zu viel Schaden im Gewebe verursacht, muss diese durch bestimmte Signalwege
bzw. Molekiile begrenzt werden. Dabei handelt es sich um sogenannte Negativregulatoren
wie z.B. A20 und TANK. Bei der Erforschung dieser Vorgénge spielen Méause als haufig
genutzter Modellorganismus eine gro3e Rolle. Deswegen stellt sich zunédchst die Frage, ob die
Regulatoren von Mustererkennungsrezeptoren im humanen bzw. murinen Organismus
iiberhaupt gleich exprimiert sind. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es zu kldren, ob und in
welcher Weise diese Negativregulatoren bei infektiosen, akut-sterilen und chronisch-sterilen
Entziindungen exprimiert sind.

Dazu wurden 22 Gene ausgewihlt, deren Produkte fiir die Begrenzung der Inflammation
durch angeborene Immunitidt wichtig sind: A20, CYLD, DUBA, ST2, CD180, SIGIRR,
TANK, SOCSI1, SOCS3, SHIP, IRAK-M, DOKI1, DOK2, SHP1, SHP2, TOLLIP, IRF4,
SIKE, NLRX1, ERBIN, CENTB1 und Clec4a2.

Mit Hilfe von RT-PCR wurde die basale Expression dieser Negativregulatoren in 10

unterschiedlichen Organen von Maus und Mensch bestimmt und zwischen den beiden Spezies
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verglichen. Aus folgenden Organen wurde cDNA analysiert: Milz, Lunge, Leber, Niere,
Diinndarm, Dickdarm, Hoden, Thymus, Gehirn und Herz. Bei der humanen Basalexpression
zeigte vor allem ST2 in der Lunge und in der Niere stark erhohte Expressionswerte. Weiterhin
waren TOLLIP im Hoden und SOCS3 in der Lunge leicht erh6ht. Im murinen Organismus
waren in der Lunge viele Regulatoren wie ST2, SOCS3, SHP2, TOLLIP, SIKE und ERBIN
statistisch signifikant erhoht. TOLLIP war in fast allen Organen iiberexprimiert, wiederum
besonders im Hoden. Im Interspeziesvergleich zeigten sich &hnliche Expressionsmuster;
Abweichungen ergaben sich speziell bei TOLLIP und ST2.

Zur Untersuchung des Verhaltens der Negativregulatoren bei Aktivierung durch pathogene
Bestandteile wurden PBMCs aus humanem und murinem Blut isoliert und mit LPS versetzt.
Nach 4, 12, 18 und 24 Stunden wurde mit Hilfe von RT-PCR die Expression der 22 Gene
bestimmt und zwischen Mensch und Maus verglichen. Bei menschlichen PBMCs konnten
A20, ST2 und TANK als friih exprimierte, Clec4a2 und IRAK-M als spit exprimierte
Regulatoren identifiziert werden. Dariiber hinaus wurden die Regulatoren SOCS3 und ERBIN
induziert. Bei den murinen Zellen waren A20, TANK und IRAK-M nach 4 Stunden schon
stark exprimiert. SOCS3 und Clec4a2 waren zu allen Zeitpunkten vermehrt exprimiert.

Um den Einfluss der Negativregulatoren bei sterilen Gewebeschidden zu untersuchen wurde
im Ischdmie-Reperfusionsmodell der murinen Niere eine lokale Ischdmie durch 45-miniitiges
Abklemmen der Nierenarterie ausgelost. Nach 4 Stunden, 12 Stunden, 24 Stunden, 5 Tagen,
10 Tagen und 5 Wochen wurden die Méusenieren histologisch untersucht, um den Verlauf der
Migration von Immunzellen in das Nierenparenchym darzustellen. Weiterhin wurde auch hier
die Expression der Negativregulatoren mit Hilfe von RT-PCR untersucht. Ein Tag nach
Ischdmieereignis waren die Regulatoren A20, ST2, SOCS3, SHIP, IRAK-M, DOK1, DOK2,
CENTBI und Clec4a2 mehr als flinffach exprimiert. 5-10 Tage nach Ischdmie waren
zusitzlich CD180, TANK und IRF4 induziert. 5 Wochen nach Ischdmie waren alle
Regulatoren bis auf ST2 und TANK wieder auf dem basalen Expressionslevel. Ein 120-
miniitiges Ereignis fiihrte zur dauerhaften Expression einer Vielzahl von Negativregulatoren
und gleichzeitig zur ausgeprégten Fibrose.

Somit werden bei infektiosen, sowie bei sterilen Entziindungen viele Negativregulatoren von
Mustererkennungsrezeptoren induziert, wodurch die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems abgeschwicht werden kann. Folglich konnten Negativregulatoren von
Mustererkennungsrezeptoren in Zukunft einen vielversprechenden Ansatzpunkt fiir innovative
Therapien von diversen Erkrankungen, wie beispielsweise der Sepsis und dem akuten bzw.

chronischen Nierenversagen darstellen.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

AKIN

CARS

CD180

CD4/CDS8

CENTBI

Clec4a2

CXCR3

CYLD

DAMP

DNA

DOKI1 bzw. DOK2
DUBA

EDTA

ELISA

ERBIN (auch ERBB2IP)
GAPDH

HMGBI1

IFN-B

IKK

IL-1R1

IL-x (z.B. IL-1 B, IL-6)
IRAK (z.B. IRAK1,

IRAK4)
IRF

ITIM
JAK/STAT

KDIGO

LPS

MALP-2

MAP Kinasen
MAVS

MCP-1

MDI (auch LY86)
MD?2 (auch LY96)
MDAS

MyD88

NF-xB

Acute Kindey Injury Network
Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrom
Cluster of Differentiation 180

Cluster of Differentiation

Centaurin Beta 1

C-Type Lectin 4a?2

CXC Motiv Chemokin Rezeptor 3
Cylindromatosis

Danger Associated Molecular Pattern
Deoxyribonucleicacid (Desoxyribonukleinsdure)
Downstream of Tyrosine Kinase 1 und 2
Deubiquitinating Enzyme A
Ethylendiamintetraessigsiure
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Erbb2 Interacting Protein
Gycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
High-Mobility-Group-Protein Bl

Interferon

Inhibitor of NF-xB Kinase

IL-1 Rezeptor Typ 1

Interleukin-1

Interleukin-1 Receptor Associated Kinase

Interferon Regulatory Factor
Immunoreceptor Tyrosine Based Inhibition Motif

Januskinase/Signal Transducers and Activators of
Transcription
Kidney Disease: Improving Global Outcomes

Lipopolysaccharid

Macrophage Activating Lipopeptide 2

Mitogen Activated Protein Kinasen

Mitochondrial Antiviral Signaling Protein
Monocyte Chemotactic Protein 1

Lymphozyten Antigen 86

Lymphozyten Antigen 96

Melanoma Differentiation Associated Protein 5
Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88

Nuclear Factor 'Kappa-Light-Chain-Enhancer' Of Activated

B-Cells
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NLR
NLRX1
NOD
NSAR
PAMP
PAS
PBMC
PBS
PCR
PRR
RIFLE

RIG

RLH

RNA

RT-PCR

SHIP

SHP-1 bzw. SHP-2
SIGIRR

SIKE
SIRS

SMA

SOCS1

SOCS3

ST2 (auch ILIRLI)
TAK 1

TANK

TBK 1

TGF-p

TIR

TIRAP/Mal

TLR
TNF-a
TOLLIP
TRAF
TRAM
TRIF

NOD-like Rezeptor

NOD-like Receptor Family Member X1
Nucleotide-Finding Oligomerization Domain
Nicht-steroidales Antirheumatikum

Pathogen Associated Molecular Pattern

Periodic Acid Schiff

Peripheral Blood Mononuclear Cell

Phosphate Buffered Saline

Polymerasekettenreaktion

Pattern-Recognition Receptor (Mustererkennungsrezeptor)

Akronym fiir Risk - Injury - Failure - Loss - ESRD;
Einteilung des akuten Nierenversagens
Retinoic-Acid-Inducible Protein

RIG-like Helikasen

Ribonucleicacid (Ribonukleinsdure)

Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

SH?2 Containing Inositol Phosphatase

SH?2 Containing Protein Tyrosine Phosphatase I und 2

Single Immunoglobulin Interleukin-1 Receptor Related
Protein
Suppressor Of IKKe

Systemic Inflammatory Response Syndrom

Smooth Muscle Actin

Suppressor Of Cytokine Signaling 1

Suppressor Of Cytokine Signaling 3

Interleukin 1 Receptor-like 1

TGF-beta Activated Kinase 1

TRAF Associated NF-kB Activator

TANK Binding Kinase 1

Transformin Growth Factor

Toll/Interleukin-1 Rezeptor

Toll-Interleukin 1 Receptor Domain Containing Adaptor
Protein/MyD88 Adapter-like

Toll-like Rezeptor

Tumornekrosefaktor a

Toll Interacting Protein

TNF Receptor Associated Factors

TRIF Related Adaptor Molecule
TIR-Domain-Containing Adapter Inducing Interferon-f§
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