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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klinische Merkmale der Akuten Nierenschidigung

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Das akute Nierenversagen definiert den abrupten Verlust eines Teils oder der
gesamten Nierenfunktion [1]. Im Englischen wird das akute Nierenversagen (ANV) als acute
kidney injury (injury = Verletzung) bezeichnet, was sowohl eine partielle Schiadigung mit
teilweisem Funktionsverlust, als auch eine umfangreiche Schiddigung mit komplettem
Organversagen bedeuten kann. Seit kurzem ist der Terminus Akute Nierenschadigung (ANS)
auch in Deutschland gebrduchlich. Bei einem Funktionsverlust kommt es zur Retention
harnpflichtiger Substanzen wie zum Beispiel dem Harnstoff, sowie anderer Abfallprodukte
des Stoffwechsels. Zudem wird die Regulierung des extrazelluldren Fliissigkeitsvolumens,

des Sédure-Base-Haushalts sowie der Elektrolyte gestort.

Der Funktionsverlust der Nieren ldsst sich am einfachsten durch die Messung der
Kreatinin-Serumkonzentration (SCr) erkennen, anhand derer man die glomerulédre
Filtrationsrate (GFR) abschétzen kann. Hierzu wird in der Regel die Cockroft-Gault-Formel
verwendet. Zur genaueren Bestimmung der GFR bendétigt man als zusétzlichen Parameter zur
Serumkonzentration noch die sogenannte Clearance, also jenes Plasmavolumen, welches in
einer bestimmten Zeit von einem Stoff befreit wird. Die Inulin-Clearance ist der Goldstandard
in der Diagnostik, wird aber wegen des hohen Aufwands nicht fiir die Routine-Diagnostik

verwendet. Flachendeckend kommt die Kreatinin-Clearance zum Einsatz.

Die Definition der akuten Nierenschidigung allein durch den absoluten Anstieg des
SCr ist problematisch, da sich besonders in der Anfangsphase der ANS die glomerulére
Filtrationsrate schneller verdndert als der SCr-Wert. Zudem kommt es bei der
Nierenersatztherapie mit Hdmodialyse zu einer Elimination des Kreatinins, ohne dass die
Nierenfunktion sich verdndert. Auch hier ist das SCr als Verlaufsparameter ungeeignet. Aus
diesem Grund wurden zunichst die RIFLE-Kriterien und in einem zweiten Schritt die AKIN-
Kriterien zur Definition der ANS festgelegt [2-5]. Hierbei ist mindestens eines von drei
Kriterien zu erfiillen, damit per definitionem eine akute Nierenschidigung vorliegt.

Insbesondere die Oligurie stellt ein wichtiges Kriterium dar und gilt als zuverldssiger
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Einleitung

Frithparameter. Gemif3 der AKIN-Kriterien liegt eine ANS also dann vor, wenn der SCr-Wert
entweder um >0.3mg/dl oder um >50% des Basiswerts ansteigt, oder eine Oligurie von
weniger als 0.5ml/kg KG innerhalb von 6 Stunden besteht. Die Kriterien sind in Abbildung 1
dargestellt.

Die Inzidenz der ANS stieg gemdl3 zuletzt veroffentlichter Studien im Vergleich zu
frilheren Daten an. In einer retrospektiven Untersuchung aus den USA stieg die Zahl der
Neuerkrankungen zwischen 1988 und 2002 von 61 auf 288 pro 100.000 Einwohner [6].
Ebenfalls die Zahl derjenigen akut Erkrankten, die eine Dialysebehandlung bendtigten, stieg
im gleichen Zeitraum von 4 auf 27 pro 100.000 Einwohner. Eine weitere Studie, die sich mit
der geschlechterspezifischen Inzidenz der ANS befasst hat, kam in einem
Beobachtungszeitraum von 6 Monaten zu einer berechneten jahrlichen Inzidenz von 181,1 pro
100.000 fiir die mannliche Bevolkerung, und 33,6 pro 100.000 fiir die weibliche Bevdlkerung
[7]. Die ANS stellt somit einen wichtigen Faktor fiir Morbiditdit und Mortalitdt der
Allgemeinbevolkerung dar [8-12].

Das Ausmal} der finanziellen Belastungen fiir das Gesundheitssystem zur Behandlung
der ANS hingt stark vom Ausmal} der Nierenschddigung ab. Eine Studie aus dem Jahr 2005
hat versucht, die Mehrkosten der ANS in hospitalisierten Patienten zu verdeutlichen und kam
zum Ergebnis, dass die der ANS zuzuschreibenden Mehrkosten pro Patient und Jahr zwischen
2.500 und 24.000 USD liegen, respektive fiir einen Anstieg des SCr von 0,3-0,4mg/dl und
von >2mg/dl wihrend des Krankenhausaufenthalts. Der grofle Unterschied zwischen den
Probanden ist dem FEinsatz von extrakorporalen Nierenersatzverfahren und
intensivmedizinischer Behandlung zuzuschreiben [8]. Die Zahlen sind bereits beziiglich
Geschlecht und Komorbiditdten bereinigt. Die der Nierenschddigung zuzuschreibenden
Kosten aller Patienten des Studienkollektivs betrugen 5% der Gesamtkosten aller
eingeschlossenen Patienten, also auch derer ohne Nierenschiddigung. In einer Hochrechnung
fiir das gesamte Land USA kdme es mit diesen 5% allein fiir die Krankenhaus-assoziierte

ANS zu Gesamtkosten von mehr als 10 Milliarden USD [8]. Im Vergleich dazu liegen die

Anstieg SCr um
AKIN-Kriterien 0.3mg/dl ODER
>50% in 48h

Anstieg SCr Anstieg SCr
um >100% um >200%

Stadieneinteilung
nach AKIN / KDIGO

LOSS END STAGE

Stadieneinteilung . .
nach RIFLE INJURY FAILURE (Ersatztherapie | (Ersatztherapie

>4 Wochen) >3 Monate)

Abbildung 1: AKIN- und RIFLE-KTriterien zur Definition der akuten Nierenschidigung.
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Mehrkosten pro Patient und Jahr bei chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD), einer
Erkrankung mit nur gering hoherer Privalenz als die ANS (3% bei COPD vs. 1% bei ANS fiir
die Allgemeinbevdlkerung; ANS im Krankenhaus 7%), lediglich zwischen 6.100 und 6.600
USD [13].

1.1.2 Einteilung und Atiologie

Die Klassifikation der akuten Nierenschddigung baut stark auf der Nierenphysiologie
auf. Dabei sind folgende Schritte ausschlaggebend: sauerstoffreiches Blut wird zunichst iiber
Endiste der Aa. renales, zu allerletzt {iber die afferente Arteriole, zum Glomerulus befordert.
In Kombination mit einem gefensterten Endothel und der Basalmembran sorgen die
FulBlfortsitze spezialisierter Zellen, die Podozyten, fiir den Aufbau einer Filtrationsbarriere,
durch die Fliissigkeiten samt Elektrolyten und vieler Molekiile frei filtriert werden. Die
zuriickgebliebenen Erythrozyten setzen ihren Weg iiber die efferente Arteriole in Richtung
Nierenmark fort, um das Gewebe mit ausreichend Sauerstoff zu versorgen. Das Filtrat
hingegen setzt den Weg aus der Bowman-Kapsel iiber die verschiedenen Tubulusabschnitte
fort. Die Tubulusepithelzellen sorgen derweil fiir eine Riickabsorption von Wasser, Glukose,
Aminosduren und Elektrolyten, sowie fiir eine Sekretion im Blut verbliebener harnpflichtiger
Substanzen. Uber die Papille verlisst der konzentrierte Harn schlieBlich die Niere und gelangt
ins Nierenbecken, von wo er iiber die ableitenden Harnwege in die Harnblase geleitet wird

[14-16].

Die Beeinflussung der oben genannten Prozesse kann eine Nierenschddigung oder eine
Beeintrachtigung ihrer Funktion verursachen. Die Einteilung der akuten Nierenschddigung
richtet sich danach, ob die Ursache der Krankheit intra- oder extrarenal liegt: man
unterscheidet prérenales, intrarenales und postrenales akutes Nierenversagen, bzw. akute

Nierenschadigung [17].
Ursachen fiir priirenale akute Nierenschidigung

Fiir die Verringerung der renalen Durchblutung kann es 2 wesentliche Griinde geben:
grofler intravasaler Fliissigkeitsverlust oder verminderter Blutdruck [18, 19]. Der daraus
resultierende Zustand kann auch als Schock bezeichnet werden. Blutungen oder
gastrointestinale, kutane beziehungsweise interstitielle Verluste fithren zum hypovoldmen
Schock [20, 21]. Im Fall von generalisierten Odemen wiihrend einer Sepsis spricht man auch

vom septischen Schock. Verminderter Blutdruck bei konserviertem intravasalen Volumen tritt
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bei akuter Herzinsuffizienz — hier spricht man vom kardiorenalen Syndrom oder akut vom
kardiogenen Schock - oder vendsen Pooling nach Splanchnikus-Aktivierung auf [22].

Ebenfalls kann eine Nierenarterienstenose eine poststenotische Minderperfusion bewirken.

Neben hypovoldmen, septischem oder kardiogenem Schock kann die hormonelle /
medikamentose  Beeinflussung der glomeruliren H&dmodynamik zur kapilldren
Minderperfusion in der Niere fithren [23]. Vas afferens und efferens werden iiber die Aktivitit
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) im Tonus beeinflusst um die GFR
konstant zu halten. Angiotensin II wirkt in niedrigen Dosen vorwiegend konstringierend am
Vas efferens, was den Filtrationsdruck erhoht. Gleichzeitig sorgt die Prostaglandin-Produktion
fiir eine Dilatation des Vas afferens. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) hemmen
die Prostaglandin-Produktion und beeinflussen die GFR negativ [24]. Ebenso tun dies
Hemmer des RAAS (vorwiegend angiotensin-converting enzyme inhibitors, ACE-Hemmer;
und Angiotensin-II-Rezeptorblocker) iiber eine Dilatation der efferenten Arteriole. Besonders
folgenschwer ist der Einsatz solcher Pharmaka, wenn die Aktivitit des jeweils beeinflussten
Systems besonders hoch ist. Der Einsatz solcher Mittel bei einer Nierenarterienstenose kann
folgenschwer sein, da die ipsilaterale Niere nur so eine ausreichende GFR sicherstellen kann
[25]. Einen die glomeruldire Himodynamik verdndernden Sonderfall stellt das hepatorenale
Syndrom dar, von dem Patienten mit schwerem Leberversagen betroffen sein konnen. Uber
eine Vasodilatation im Splanchnikus-Gebiet und eine Erhoéhung des intraabdominellen
Drucks in Folge von Aszites kommt es zur Minderperfusion der Nieren mit nachfolgendem

Funktionsverlust [26].
Ursachen fiir intrarenale akute Nierenschidigung

Beim intrarenalen akuten Nierenversagen kommt es entweder zu einer Schidigung des
Glomerulus oder des Tubulointerstitiums. Am héufigsten sind hierbei die Tubuli betroffen,
mit einem Anteil von 45% aller Félle von akutem Nierenversagen [27]. Glomeruldre oder
interstitielle Schddigungen machen insgesamt lediglich 6% der Félle aus. Als Ursachen fiir
eine akute glomeruldre Schidigung kommen glomerulidre Entziindungen bei Ablagerung von
Immunglobulinen (IgA-Nephritis, Lupusnephritis, rasch progressive Glomerulonephritis oder
auch crescentic  glomerulonephritis) oder Immunkomplexen (Post-Streptokokken-
Glomerulonephritis, membranoproliferative Glomerulonephritis) in Frage [28-30]. Seltener
gibt es auch infektiose Ursachen, zum Beispiel nach einer Infektion mit Hanta-Viren
(hemorrhagic fever with renal syndrome) [31]. Das hdmolytisch-urdmische Syndrom (HUS)

befillt ebenfalls die Glomeruli, indem es eine Mikroangiopathie verursacht.
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Krankheiten, welche das interstitielle Kompartiment der Niere befallen, fiihren
meistens nicht zum rapiden Abfall der Nierenfunktion und somit zum akuten Nierenversagen,
sondern verursachen einen allmdhlichen Abfall der Nierenfunktion. Die hédufigsten Ursachen
fiir eine chronisch interstitielle Schidigung umfassen die polyzystische Nierenerkrankung,
Nephrokalzinose, Sarkoidose, das Sjogren-Syndrom, sowie die Reflux-Nephropathie bei
Kindern [32-38]. Ausnahme ist die deutlich schneller voranschreitende, akute interstitielle
Nephritis, welche entweder durch allergische Reaktionen auf bestimmte Medikamente (z.B.
Penicillin, Protonenpumpeninhibitoren, NSAID, Rifampicin, Sulfonamide und verwandte
Arzneistoffe, Fluorchinolone, Allopurinol oder Phenytoin), oder durch rezidivierende Infekte

des Nierenbeckens hervorgerufen werden kann [39-42].

Wegen der anteiligen Haufigkeit von 45% konzentriert sich diese Arbeit vor allem auf
die tubuldre Schiadigung [27]. Bei der akuten Tubulusschiddigung spricht man auch von der
akuten Tubulusnekrose (ATN). Neben dem Abfall der GFR mit Retention harnpflichtiger
Substanzen besteht bei der priarenalen ANS die Gefahr einer ATN [18, 19]. Die ATN kann
aber auch durch intrarenale Mechanismen ausgeldst werden, welche im néichsten Absatz
erldutert sind. Im Falle einer ausgeprigten Sepsis mit septischem Schock konnen auch
kombiniert prd- und intrarenale Faktoren zusammenspielen und zur ATN fiihren [43].
Systemisch niedriger Blutdruck und erhdhte Kapillarpermeabilitit auf der einen Seite, sowie
eine  exzessive  Ausschiittung inflammatorischer = Zytokine mit  nachfolgender
Leukozytenaktivierung auf der anderen Seite addieren sich in ihrer Tubulus-schddigenden
Wirkung [17, 44-46]. Zu den genauen Pathomechanismen der ischdmischen ATN wird im

Kapitel 1.2 eingegangen.

Neben ischdmischen Ursachen kann die ATN durch direkt tubulotoxische Stoffe
verursacht werden. Hierbei ist zwischen kopereigenen und korperfremden Substanzen zu
unterscheiden. Ein moglicher kopereigener Stoff als Verursacher einer ATN ist das Him-
Molekiil, welches wihrend generalisierter Rhabdomyolyse freigesetzt wird und dann die
,»Crush-Niere* verursacht [47-50]. Komplexe aus Myoglobin fiihren zundchst zu einer
Beschéddigung der glomeruldren Filtrationsbarriere und sorgen dann fiir eine Verstopfung des
Tubulussystems. Die direkt tubulotoxische Eigenschaft des Hédms ist auf dessen oxidative
Eigenschaft zuriickzufiihren. Generalisierte Rhabdomyolyse tritt aus unklarer Ursache haufig

nach schweren Erdbeben und anderen Naturkatastrophen auf [51-54].

Zu den tubulotoxischen korperfremden Substanzen gehdéren zum Beispiel

Aminoglykosid-Antibiotika, Cisplatin, Mannitol, Hydroxyethylstdirke und synthetische
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Cannabinoide aus Designer-Drogen [55-60]. Jodhaltiges Rontgenkontrastmittel wird mit einer
direkten Tubulusschidigung in Verbindung gebracht [61-64]. Die genauen Mechanismen
hierbei sind bislang ungekldrt, und es wird eine multifaktorielle Schadigung mit

Beeinflussung der renalen Himodynamik vermutet [65-71].

Von den direkt tubulotoxischen Substanzen ist die Kristall-induzierte indirekte
Tubulusschdadigung zu unterscheiden [72, 73]. Ausgepragte Urdmie begiinstigt die Entstehung
von Kristallen im sauren Tubulusmilieu. Die Wasserriickresorbtion erhéht die Konzentration
zusdtzlich. Die Kristalle fithren zu Obstruktion des Lumens mit sekundérer
Tubulusschddigung, aber auch zur Stimulation der lokalen Immunantwort [74, 75]. Durch das
aktivierte Immunsystem gehen weitere Tubuluszellen zugrunde. Beispiele fiir exogene
Kristallbildner sind Vitamin C als Nahrungsergdnzungsmittel in hoher Dosierung,
Ethylenglykol als Ethanol-Ersatz (beide fiihren zur Entstehung von Oxalat-Kristallen [76]),
Aciclovir und andere Virustatika, Fluorchinolon- und Sulfonamid-Antibiotika und

Methotrexat [77-81].
Ursachen fiir postrenale akute Nierenschidigung

Postrenale, akute Nierenschidigung ist durch Obstruktion der ableitenden Harnwege
gekennzeichnet. Bei ansonsten gesunden Patienten reicht die einseitige Obstruktion nicht zur
Entstehung einer ANS aus, sofern man sich auf den Kreatinin-Anstieg bezieht (siche 1.1.1).
Bei einseitiger Obstruktion gingen 50% der Nephrone insgesamt zugrunde, was jedoch durch
Hyperfiltration der anderen Niere kompensiert werden kann. Benigne Prostatahyperplasie und
maligne Neoplasien konnen bei ihrer Entstehung und im Verlauf die Urethra einengen oder
ganz verschlieBen, wonach sich ein subakutes bis akutes Krankheitsbild ergeben kann.
Insgesamt ist eine bilaterale (oder unilaterale bei nur einer funktionierenden Niere)

Obstruktion fiir 10% der ANS-Félle verantwortlich [27].

1.1.3 Klinische Prisentation und Diagnostik

Das intrarenale akute Nierenversagen in Form einer akuten Tubulusnekrose, sowie das
priarenale akute Nierenversagen nehmen mit anteiligen Haufigkeiten von 45 und 21 Prozent
den insgesamt groflten Anteil aller ANS ein [27]. Die tubulidre Schidigung wird entweder
durch Ischimie, oder durch exogene und endogene Noxen verursacht. Die ANS entwickelt
sich hdufig im Zusammenhang einer anderen Begleit- oder Grunderkrankung. Typische

Symptome sind die Bildung peripherer oder pulmonaler Odeme, Bluthochdruck und der
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Abfall der Harnausscheidung. Andere mogliche Symptome sind der unzureichenden
Eliminierung harnpflichtiger Substanzen geschuldet, wie zum Beispiel Verdnderungen des
Bewusstseinszustandes, Abgeschlagenheit, zerebrale Krampfanfille, oder Fliissigkeits-
ansammlungen in serdsen Hohlen bei Polyserositis im Rahmen einer ausgepragten Urdmie.

Die Begleitsymptome der Grunderkrankung kdnnen Hinweise zur Pathogenese liefern [82].

Um dem Problem des verspéteten Anstiegs des SCr besser begegnen zu konnen, wird
nach anderen, diagnostisch wertvollen Biomarkern gesucht [83-86]. Mehrere Kandidaten
wurden in Studien identifiziert, jedoch wurde bislang nur ein Schnelltest in Deutschland fiir
den klinischen Gebrauch zugelassen (Alere Triage©) [87]. Die Tabelle 1 gibt einen Auszug
iiber die neuen Kandidaten und deren Eigenschaften wieder. Drei der Biomarker (uUNGAL,
uKIM-1, uNAG) wurden als Kombination bereits in einem Panel zur Frilherkennung getestet,

was die Sensitivitdt zur Erkennung einer postoperativen ANS signifikant steigern konnte [88].

Um die genaue renale Pathologie bestimmen zu kénnen, ist die Urin-Analyse hilfreich.
Basisinformationen iiber die Bestandteile des Urins liefert der sogenannte ,,Urin-Stix“, ein
Teststreifen, der durch simples Eintauchen den pH-Wert sowie das Vorhandensein von
Proteinen, Glukose, Leuko- und Erythrozyten, Nitrit und weiteren Parametern verrédt. Die
mikroskopische Analyse des Urins dient zur Suche nach Zellen, Zellzylindern und Kristallen
und ist eine zuverldssige Methode zur Bestimmung der Schwere der Schidigung [85].
Braunliche Zylinder weisen auf eine tubuldre Schdadigung im Rahmen einer ATN hin, rote

Zellzylinder hingegen sprechen mehr fiir eine Glomerulonephritis, jedoch miissen andere

Tabelle 1: Neue Biomarker zur Friiherkennung der ATN

Gruppe Name Besonderheiten
alpha-GST Unterscheidungsmoglichkeit
LDH zwischen pré- und intrarenaler
Urinary tubular enzymes NAG Pathologie [89, 90].
IGFBP7 Verwendung im in den USA
TIMP-2 zugelassenen NephroCheck©
Urinary low-molecular alpha-1-Mikroglobulin  Falsch positive Werte bei Tubulus-
weight proteins Cystatin C Dysfunktion [89-91].
NGAL Nach renaler Ischdmie vermehrt

weitere Biomarker '
uKIM-1 freigesetzt [92]

Abkiirzungen: alpha-GST = Alpha-Glutathion-S-Transferase, LDH = Laktatdehydrogenase, NAG = N-acetyl-
beta-glucosaminidase, AP = alkalische Phosphatase, NGAL = Urinary Neutrophil gelatinase-associated
lipocalin, uKIM-1 = Urinary kidney injury molecule-1

16



Einleitung

mogliche Ursachen fiir eine Himaturie ausgeschlossen werden. Die Erythrozytenmorphologie
gibt hierzu Aufschluss, da Erythrozyten beim pathologischen Passieren der Filtrationsbarriere

ihre runde, bikonkave Form verlieren.

Das absolute Urinvolumen hat nur eine ungenaue Aussagekraft und eignet sich
vielmehr als Verlaufsparameter [93]. Postoperativ wird hédufig so die Nierenfunktion
iiberwacht, um friihzeitig und noch vor dem Anstieg des Serumkreatinins einen interstitiellen
oder hdmorrhagischen Fliissigkeitsverlust zu erkennen. Eine Anurie kann hinweisgebend auf
eine postrenale oder priarenale Obstruktion sein. Bei Verdacht auf eine prarenale ANS mit
Volumenmangel kann sowohl aus diagnostischen als auch therapeutischen Griinden ein
Versuch mit intravendser Rehydratation gestartet werden. Die Ultraschalluntersuchung der
Nieren, der nierenversorgenden Gefifle und der ableitenden Harnwege wird standardmafig
bei jedem Patienten mit ANS empfohlen [93]. Eine invasivere diagnostische Untersuchung
stellt die Nierenbiopsie dar [94]. Die core needle biopsy hat sich als Goldstandard gegeniiber
der Feinnadelpunktion durchgesetzt. Sollte die Pathogenese mit den herkdmmlichen
diagnostischen Mitteln nicht zu ermitteln sein, oder muss die Art der glomeruldren
Schidigung genauer untersucht werden, besteht die Indikation zur Nierenbiopsie (Abb. 2)
[95]. Akut nephrotische bzw. nephritische Syndrome oder unerkldrbare, rapide
voranschreitende Nierenerkrankungen sind solche Félle. Einen Spezialfall stellt die
Nierenbiospie bei Nierentransplantierten dar, welche beim Verdacht auf eine akute oder
chronische Transplantat-AbstoBungsreaktion indiziert ist und auch routineméafig durchgefiihrt

wird.
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Abbildung 2: Biopsie einer von Glomerulonephritis befallenen Niere. PAS-Farbung, 100x-Vergr. Nach [96].

)
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1.1.4 Therapie der akuten Nierenschidigung

Die Therapie der ANS muss von zwei verschiedenen Seiten betrachtet werden.
Einerseits gilt es, Elektrolytstorungen und Stérungen des Fliissigkeitshaushalts zu behandeln.
Andererseits muss die Schadigung des Gewebes begrenzt werden und nephrotoxische
Agenzien eliminiert werden. Systemerkrankungen mit Nierenbeteiligung, zum Beispiel die
Granulomatose Polyangiitis, miissen gemidB3 der aktuellen Studienlage behandelt werden.
Leider gibt es bisher keine Mdglichkeiten der direkten Behandlung renaler Gewebsschiden
oder Gewebsverlusten. Dies liegt an der zu spédten Diagnosestellung, da die akute Schadigung
beim Kreatininanstieg zeitlich bereits zuriick liegt. Bedrohliche Komplikationen einer ANS
konnen ein starker Fliissigkeitsiiberschuss, eine Hyperkalidmie mit Werten iiber 5,5mmol/l,
Anzeichen einer schweren Urdmie mit Verminderung des Bewusstseinszustands und
Perikarditis, oder eine schwere metabolische Azidose mit pH-Werten unter 7,1 sein. Fiir diese
vier ernsten Komplikationen besteht die sofortige Indikation zur Hadmodialyse [97]. Sollte
keine Hidmodialyse-Einheit sofort zu Verfiigung stehen, oder sind die Komplikationen
weniger stark ausgeprigt, miissen die Storungen konservativ mit kristalloiden Losungen oder
Bikarbonat  behandelt werden.  Fliissigkeitsiiberschiisse = konnen  kurzzeitig mit

Schleifendiuretika behandelt werden [98].

1.1.5 Klinischer Verlauf und Prognose der akuten Tubulusschidigung

Der Verlauf nach einer ATN héngt stark von der Dauer der Ischdmie ab, bzw. von der
Eliminierung und Einwirkdauer des tubulotoxischen Agens. Die Funktionseinschrinkungen
konnen zwischen 2 und 21 Tagen dauern, sofern keine Nierenersatztherapie notwendig war
[20]. Bei temporir dialysepflichtigen Patienten, insbesondere solche mit Oligurie als
Begleitsymptom, kann die Therapie auch mehrere Monate andauern. In diesem Kapitel
werden nur der klinische Verlauf der ANS nach ATN und die Prognose beschrieben. Die
genauen Mechanismen der epithelialen Regeneration und Heilung werden spiter im Kapitel

1.3 beschrieben.

Einen kurzen Verlauf kann man nach der temporéren, suprarenalen Abklemmung der
Aorta im Rahmen (endo-)vaskuldrer Eingriffe beobachten, bei denen die beidseitig renale
Ischdmie nur zwischen 20 und 80 Minuten dauert; bei endovaskulidren Eingriffen sogar nur
wenige Minuten [20, 99]. Postoperativ kommt es zum Abfall der GFR und zum Anstieg der

FENa, welche nach 1 bis 3 Tagen wiederhergestellt sind. Bei einer kurzzeitigen Ischdmie wie
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dieser ist davon auszugehen, dass grofle oder alle Teile der Nephrone iiberleben und, wenn
iiberhaupt, nur kurzfristig morphologische Verdnderungen aufweisen, wie kurzzeitige
Hypertrophie oder teilweisen Polarititsverlust. Schwerere und lédngere Verldufe sind bei
ATN-Patienten mit septischem Schock, wiederholter Ischdmie oder andauernder Exposition
nephrotoxischer Medikamente zu erwarten [100]. Die Tubuluszellen drohen hierbei

irreversibel geschidigt zu werden und werden durch Apoptose oder Nekrose eliminiert.

Es ist davon auszugehen, dass trotz klinischer Erholung der Nierenfunktion (SCr
normal, normaler Elektrolythaushalt) ein erhohtes Risiko fiir Folgekomplikationen entsteht.
Dies beruht auf dem irreversiblen Verlust von Nephronen. Mehrere Studien konnten eine
Zunahme des Risikos fiir chronisches Nierenversagen und end stage renal disease (ESRD)
unter Patienten nachweisen, die sich von einer ANS erholt hatten [101-103]. So hatten {iiber
67-jahrige ehemals ANS-Patienten ein 6,7-fach erhohtes Langzeitrisiko fiir ESRD im
Vergleich zur Kontrollgruppe, die vorher nie an ANS erkrankt war. Die Notwendigkeit einer
Hédmodialyse im Rahmen einer ANS steigerte das Risiko, spdter an chronischem
Nierenversagen Grad 4 oder 5 zu erkranken um das 28-fache, und das Risiko fiir Tod um das
zweifache wiéhrend einer 8-jdhrigen Follow-Up-Periode. Die Notwendigkeit -einer
langfristigen, regelmiBigen Dialysebehandlung war unter den kurzzeitig dialysierten
Patienten ebenfalls erhoht. Ein préexistentes chronisches Nierenversagen vor akuter
Schidigung verschlechterte die Prognose gegeniiber einer vormals gesunden Kontrollgruppe

deutlich [104].

Verlauf der ANS

100 -
80 - = ANS, Regeneration
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60 - ANS nach chron.
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Abbildung 3: Klinischer Verlauf der ANS. Die Phasen wurden u.a. durch [105] geprigt. Relativ neu ist die
Aufnahme des Langzeitverlaufs durch Okusa et al. (Abbildung nach [106]). RTT = renal replacement therapy
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Die bisher beschriebenen Zahlen gelten fiir Patienten, die langfristig oder kurzzeitig
nach Hause entlassen werden konnen. Die ANS wihrend des Krankenhausaufenthalts hat eine
hohe Mortalitit. Sie liegt bei dialysepflichtigen Patienten auf der Intensivstation zwischen 40
und >60 Prozent, bei weniger ernsten Félle ohne Intensiv- und Nierenersatzbehandlung
zwischen 15 und 30 Prozent (im Vergleich zu 1-10 Prozent in einer Kontrollgruppe ohne
ATN) [27, 107-109]. Die der ATN zugrundeliegende Erkrankung erhoht selbst schon die
Krankenhaus-assoziierte Mortalitdt [11]. Auch die Langzeitmortalitit, insbesondere
anschliefend an eine stationidre Behandlung, ist bei den Betroffenen gesteigert. In den 90
Tagen nach Entlassung war die Mortalitit fast 3-mal so hoch im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Auch spéter besteht ein hoheres Risiko bei ehemaligen ANS-Patienten: Eine
retrospektive Untersuchung mit iiber 47.000 Patienten ergab eine Mortalitdit von 8,9
Todesfdllen pro 100 Personen-Jahre bei ehemaligen ANS-Patienten, verglichen mit 4,3 bei

einer Kontrollgruppe ohne ANS-Krankengeschichte [110].

Diejenigen Faktoren, welche die Mortalitit innerhalb von 60 Tagen nach ANS am
meisten beeinflussen, sind in absteigender Reihenfolge das Alter (OR 1,13 pro Lebensdekade),
ein SCr-Wert von iiber 2,0mg/dl (OR 1,99) und das Vorliegen eines begleitenden Adult
respiratory distress syndrome (OR 1,79), gefolgt von Thrombozytopenie, Leberversagen,
Sepsis und Ausmal} des Harnstoff-Anstiegs [111].
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1.2 Pathophysiologie der ischiamisch-akuten Nierenschadigung

Die ischdmische ANS ldsst sich in drei verschiedene Phasen aufteilen: die
Schidigungsphase, die Erhaltungsphase mit oligurischen und polyurischen Abschnitt, und
schlieBlich die Restitutionsphase (vgl. auch Abbildung 3) [18, 82, 112, 113]. Die
Schiadigungsphase wurde in Abschnitt 1.1.2 bereits skizzenhaft beschrieben und soll hier
vertieft werden. AnschlieBend werden die zelluldren und physiologischen Mechanismen der
zweiten Phase besprochen, bevor im néchsten Kapitel die Restitutionsphase genauer

beschrieben wird.

1.2.1 Verinderungen der Himodynamik

Die Schidigungsphase beginnt iiber eine Abnahme des Filtrationsdrucks und der
Filtrationsfunktion, welche unter anderem durch das RAAS reguliert werden [114]. Der im
vorigen Kapitel beschriebene Mechanismus der Auto-Regulation am Vas afferens und
efferens versagt, sobald der Perfusionsdruck unter die Grenze von 80mmHg MAP fillt [17].
Weiter ausgeschiittetes Renin und Angiotensin II wirkt dann nicht mehr ausschlieBlich an der
efferenten Arteriole, sondern auch am Zufluss, was die Situation weiter verscharft [112]. Da
die efferente Arteriole der tiefen Nephrone im weiteren Verlauf als Vasa recta die

Markregion versorgt, entwickelt sich hieraus die Ischdmie der Tubulusregion.

Die Schiddigung der Tubuli kann aber nicht allein iiber die Verdnderungen im
glomeruldren Blutfluss erklédrt werden [113]. Die Schiadigung ist als Zusammenspiel zwischen
vaskuldren und tubuldren Verdnderungen zu verstehen. Im steady state ist die Versorgung der
duBeren Markregion — dort, wo sich eigentlich besonders energieabhingige, proximale
Tubuluszellen befinden — verhéltnismaBig niedrig: ein Grof3teil der Fliissigkeit wurde gerade
erst filtriert, aber erst rund 60% riickresorbiert. Daraus resultiert ein niedriger Blutfluss und
die Region ist besonders anfillig fiir Ischdmie [82, 112, 113]. Hoher Sauerstoffbedarf und
lang andauernde Minderperfusion fithren zu einer Verldngerung der relativen Ischdmie dieser

Region, was schnell zum Untergang von Tubuluszellen fiihrt.

Ein Grund fiir die heterogene Durchblutungssituation nach Ischdmie liegt im
Funktionsverlust der Endothelzellen. Die Endothelschddigung ist fiir einen wesentlichen Teil

der Initiierung der Schidigung verantwortlich. Erstens besteht plotzlich ein Mangel
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vasoaktiver Substanzen wie NO oder Bradykinin, die eine voriibergehende Ischdmie
kompensieren konnten. Zweitens werden Leukozyten durch die Uberexpression adhisiver
Rezeptoren wie zum Beispiel ICAM angelockt, welche durch die nicht mehr ganz intakte

Endothel-Barriere ins Interstittum migrieren [113, 115, 116].

1.2.2 Verinderungen der Tubuluszellen

Die Tubuluszellen verdndern wéhrend der Ischdmie sowohl ihre Morphologie, als
auch wichtige metabolische Prozesse [113]. Zu den morphologischen Verdnderungen zihlt
der Verlust des apikalen Biirstensaums und der Polaritit, einem klassisch epithelialen
Merkmals. Zellfragmente werden abgestoBen und verstopfen nach und nach das
Tubuluslumen [117]. GroB3flichige Nekroseareale sind erst bei langer Ischimie zu erwarten,
aber Flickenteppich-artige, kleinere Areale treten insbesondere im empfindlichen duferen
Nierenmark schnell auf. Die Abbildung 4 zeigt ein typisches Bild fiir das Verletzungsmuster.
Die meisten zugrunde gehenden Zellen tun dies durch Apoptose und nicht durch Nekrose, wie
einige Studien in der Vergangenheit gezeigt haben [118, 119]. Auf die zugrundeliegenden
Mechanismen der Apoptose wird hier nicht ausfiihrlich eingegangen, wichtiges
Unterscheidungsmerkmal fiir den weiteren Verlauf der Schéadigung ist aber die
unterschiedliche Auswirkung auf das Immunsystem: bei der Nekrose kommt es zu einer
starkeren Aktivierung der Entzlindungsreaktion als bei der Apoptose, und entgegen friiherer

Meinung geschieht dies nicht ungeordnet [120]. Die Rolle des Immunsystems wird in den

nachfolgenden Kapiteln noch ausfiihrlich besprochen.
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Abblldung 4: Histologisches Bild der akuten Tubulusnekrose Der Pfeil markiert einen beschédigten Tubulus,

der durch den Verlust der Zellen erweitert erscheint. Das Lumen ist gefiillt mit Zelldebris. Man beachte auch die
Infiltration des Gewebes mit Granulozyten. Abbildung aus [121].
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Wihrend der Ischimie werden die intrazelluldren ATP-Speicher schnell aufgebraucht.
Hierdurch steigt die intrazelluldre Calcium-Konzentration stark an, was wiederum Cystein-
Proteasen aktiviert [114, 122]. Diese Proteasen sind fiir die Dislokation von zwei wichtigen
Proteinen verantwortlich: die Na-K-ATPase wird von ithrem Anker-Protein Ankyrin an der
basolateralen Zellmembran abgetrennt, wo sie sonst fiir die Externalisierung von Natrium und
somit indirekt fiir die Riickresorption von Wasser aus dem Tubulus verantwortlich ist.
Zusammen mit der Na-K-ATPase wird auflerdem das Adhésionsprotein Integrin zerschnitten,
und der Zusammenhalt der Tubuluszellen an der basolateralen Zelloberflache geht verloren
[114, 123]. Im Zuge des Polarititsverlusts tubuluswirts-gerichtete Na-K-ATPasen pumpen
zusitzlich Natrium ins Tubulussystem und erhohen die FeNa, was zu einer Wassersekretion

statt Resorption fiihrt, auch back leak genannt.

Der Verbrauch der ATP-Speicher und der Abbau von AMP fiihren auBlerdem zur
massiven Entstehung oxidativer Sauerstoffradikale (ROS). Die Radikale spielen in der
Pathogenese eine wichtige Rolle und sind fiir das Ausmal} der Schiadigung mitverantwortlich.
Schliissel in der Radikalentstehung sind die AMP-Abbauprodukte Hypoxanthin und Xanthin,
welche in der Zelle akkumulieren und die Bildung von Wasserstoffperoxid und -superoxid
fordern. In Verbindung mit freiem Eisen oder Stickstoffoxid entstehen hochreaktive
Hydroxyl-Radikale bzw. Peroxynitrite, was direkt Proteine nitrosyliert und damit unbrauchbar
macht [122]. Nicht nur Proteine werden durch die Sauerstoffradikale angegriffen, sondern
auch Lipide in der Zellmembran, sowie die DNA [124]. Uber DNA-Schiidigung steigt auch
indirekt die Apoptoserate im betroffenen Gewebe an. Himmelfarb et al. beschreiben in ihrer
Arbeit zum akuten Nierenversagen einen dramatischen Anstieg der reaktiven
Sauerstoffradikale nach Ischdmie [125]. Viele Metabolite der Sauerstoffradikale sind nach

ithrer Entstehung ebenfalls reaktiv und tragen so zum Ausmal} der Schidigung bei [124].
Zellulire Mechanismen zur Bekimpfung reaktiver Sauerstoffradikale

Die Bekdmpfung oxidativen Stresses spielt eine zentrale Rolle in der Zellbiologie und
verschiedene Mechanismen haben sich in nahezu allen Spezies entwickelt [126, 127]. Viele
Mechanismen agieren abhdngig voneinander, sodass es zu keiner ungewollten konstitutiven
Aktivierung der Radikalabwehr kommt. Grundaufbau der ROS-Abwehr sind verschiedene
Transkriptionsfaktoren, welche bei Kontakt mit ROS oder nach ihrer Aktivierung die
Expression sogenannter Phase-1I-Enzyme fordern, welche anschliefend die eigentliche
Abwehr libernehmen. Zu den bekannten Transkriptionsfaktoren gehdren PPARy, SIRTI,
ATF4, Spl und Sp3, p53, und Nrf2 [128-133]. Im Gegensatz zu den meisten anderen ist der
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Transkriptionsfaktor Nrf2 in mehrere Aspekte der zelluldiren Abwehr integriert, ndmlich der
DNA-Ausbesserung, dem Ham-Metabolismus, der Reduktion von Quinonen und der

Glutathion-Synthese, und spielt daher eine zentralere Rolle [134-138].

Nrf2 und strukturverwandte Angehorige derselben Proteinfamilie CNC sind
evolutionidr gut konservierte Proteine, wobei die Funktionen von Nrf2 im Laufe der Evolution
noch ergénzt wurden [132]. Dafiir spricht der in verschiedenen Spezies unterschiedliche
Aktivierungs-Mechanismus. Wiéhrend in C. elegans eine Phosphorylierungskaskade
schlieBlich Nrf2 aktiviert, hat sich beim Menschen eine permanente Inhibition von Nrf2 durch
das Adapterprotein Keapl entwickelt. Keapl bindet Nrf2 und verhindert dadurch einerseits
dessen Translokation in den Nukleus, andererseits fungiert es als Adapterprotein fiir
Ubiquitin-Ligasen und fordert dessen Degradierung [139]. Siebenundzwanzig Cystein-Reste
an Keapl konnen direkt durch ROS modifiziert werden, was eine Konformationsidnderung
von Keapl und die Losung von Nrf2 zur Folge hat. Die Vielzahl an Cystein-Resten bietet im
Gegensatz zu einem einzelnen Rest je nach AusmalBl der ROS-Exposition die Moglichkeit

zum graduellen Feintuning [140].

Sobald sich Nrf2 von Keap1 geldst hat, kommt es zur Translokation in den Zellkern.
Dort bindet Nrf2 an das antioxidant responsive element (ARE), einem spezifischen DNA-
Abschnitt, und fordert die Expression von Phase-1I-Enzymen wie NQO1, HO-1 und der
Glutathion-S-Transferase (GST) [136]. Die Enzyme eliminieren ROS in der Zelle und

verhindern so die Beschddigung und Degradierung von Proteinen und Membranbestandteilen.

1.2.3 Aktivierung der Immunantwort

Die Schidigung des Endothels sowie der Tubuluszellen fiithrt zu einer starken
Aktivierung des innaten sowie des adaptiven Immunsystems [113]. Die Endothelzellen
reagieren auf Ischdmie und Schiddigung mit einer erhohten Prdsentation leukotaktischer
Rezeptoren auf ihrer Oberflache, darunter ICAM und VCAM sowie verschiedene Selektine.
Diese Rezeptoren dienen zur Rekrutierung von Leukozyten, vor allem neutrophiler
Granulozyten. Dabei spielen auch die Thrombozyten als Adapter zwischen Endothel und
Leukozyt eine Rolle und fordern die Entstehung von Aggregaten an der Endotheloberfldche.
Die Leukozyten migrieren durch die aufgelockerte Endothelbarriere ins Interstitium und

folgen dabei chemotaktischen Reizen.
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Die von den Endothelzellen initiierte Immunantwort kann durch Produktion pro-
inflammatorischer Mediatoren in Tubuluszellen dramatisch verstirkt werden. Die genaue
Rolle des Immunsystems bei (Wund-)Heilungsprozessen wird spater noch im Detail erldutert
(vgl. Kapitel 1.3.3). Eine iiberschieBende Verstirkung der Entziindungsreaktion zu Beginn der
ATN fiihrt zu unndtigen Gewebsschdaden und verhindert eine effiziente Wundheilung [96].
Fiir diffuse Schadigungen des Nierengewebes, beispielsweise durch tubulotoxische Pharmaka,
ist die auf fokale Schadigungen selektionierte Entziindungsreaktion auch héaufig
kontraproduktiv [141]. Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen zdhlen TNFa, IL-1B, IL-6
und TGFpB, zu den chemotaktischen produzierten Zytokinen gehéren MCP-1, IL-8 und
RANTES [113]. Leukozyten reagieren auf die Exposition dieser Zytokine mit einer weiteren
Produktion von Mediatoren und folgen den chemotaktischen Reizen zum Ort der Schiadigung.
Zellfragmente, DNA-Bestandteile und Proteine aus nekrotischen Tubuluszellen konnen als
sogenannte DAMPS (danger associated molecular patterns) lokale und periphere Leukozyten
aktivieren, indem sie iiber 7Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkannt werden. Hierbei spielen vor
allem TLR2 und 4 eine Rolle [45, 46]. Die Dendritischen Zellen, welche sich im Interstitium
zwischen den Tubuluszellen befinden, sind aufgrund ihrer Lage die ersten, die auf DAMPS
mit der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine reagieren. Da sie auch naive T-Zellen
aktivieren konnen, gelten sie als wichtige Verbindung zwischen angeborenem und adaptivem

Immunsystem [142].

Die migrierten neutrophilen Granulozyten sezernieren vor Ort weitere Zytokine,
wodurch ein pro-inflammatorisches Milieu entsteht [113]. Mithilfe der Leukozyten-
Peroxidase werden vorgeschédigte Zellen beseitigt, aber auch intakte Tubuluszellen werden
dadurch in Mitleidenschaft gezogen. MCP-1 fordert die Rekrutierung von Makrophagen,
welche eine essentielle Rolle bei der Regulierung der Entziindungsreaktion spielen [143].
Zusammen mit den Makrophagen gelangen auch T-Lymphozyten in die Niere, und der Anteil
an Neutrophilen sinkt. Knock out-Experimente mit CD4/CD8-defizienten Méusen, denen
diese wichtigen T-Zell-spezifischen Rezeptoren fehlen, zeigten ein geringeres Ausmal} der
Schiadigung nach Ischdmie im Vergleich zur Kontrolle. Die T-Zellen verstirken also die
Immunantwort [144]. Die Heilungsphase war durch diesen knock out aber ebenfalls betroffen:
bestimme Subtypen von T-Zellen, sogenannte regulatorische T-Zellen (Tregs; CD25/Foxp3+),
fehlten wéihrend der Regeneration und konnten diese nicht fordern [145]. Wie im Kapitel
1.3.3 noch besprochen wird, ist die Immunantwort nicht nur mit einer initialen

Gewebeschiddigung verbunden.
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1.2.4 Verinderungen der Tubulus-Dynamik

Ein klinisches Zeichen der ANS ist der Riickgang der Urinmenge, was auf eine
verringerte GFR schlieBen ldsst. Ein Grund dafiir ist die mechanische Verstopfung des
Tubuluslumens mit Zellen, Zellfragmenten und Proteinen [117, 146]. Dafiir sprechen die
dilatierten proximalen Tubulusabschnitte und die das Lumen verlegenden casts im distalen
Tubulus auf histologischen Schnitten. Fiir die Entstehung dieser casts gibt es mehrere
begiinstigende Faktoren: der tubuldre Fluss ist aufgrund der glomeruldren Autoregulation
erniedrigt, was im Zusammenspiel mit der hohen Konzentration von Tamm-Horsfall-Protein
die Viskositdt des Urins erhoht. Die erhohte Natrium-Konzentration beglinstigt diesen
Mechanismus zusitzlich. Abgestolene Biirstensaum-Fragmente und Zellen verlegen

schlieBlich das Tubulussystem.

Es gibt Hinweise darauf, dass die Verlegung der Tubuli nicht allein fiir den Riickgang
der Urinmenge verantwortlich ist [147]. Ein weiterer Mechanismus liegt im tubulo-
glomeruldren Feedback an der Macula Densa: die erhohte Natriumkonzentration im
Tubulussekret wird von der Macula Densa registriert. Uber parakrine Effekte am Adenosin-
Rezeptor wird die afferente Arteriole weiter verengt und die ohnehin schon niedrige GFR

reduziert.

N

- Proinflammatorische -
. Zytokine 3

Abbildung 5: Pathomechanismen der
akuten Tubulusnekrose. Die
Tubulusschidigung ist eine direkte Folge
metabolischer Prozesse, welche durch die
Ischiamie aktiviert ~ wurden. Die
Schidigung wird durch Veridnderungen
der Hidmo- und  Tubulusdynamik
verschlimmert. Abbildung nach [17].
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1.3 Funktionsweise der epithelialen Wundheilung

Kommt es zur Schiddigung eines intakten Epithels, miissen zur Heilung mehrere
Zelltypen koordiniert zusammenarbeiten. Ziel der epithelialen Wundheilung sind einerseits
die Wiederherstellung einer intakten Barriere, andererseits die Wiederherstellung der
epithelialen Funktion. Diese Funktionen konnen je nach Art des Epithels ganz unterschiedlich
sein und reichen von Barriere im eigentlichen Sinne mit Beherbergung von
Hautanhangsgebilden und Sensorik fiir die Haut, bis zur Keimabwehr und Resorption von
Nahrstoffen im Darm. In die epitheliale Wundheilung involvierte Zelltypen und Systeme sind
die Gerinnungskaskade des Blutes, Leukozyten und das Immunsystem, Fibroblasten und
iiberlebende Epithelzellen. Essentielle, aktivierte Programme sind Migration, De- und

Redifferenzierung und Proliferation.

Trotz der Komplexitit, die in der Regulierung dieser Programme liegt, kommt es im
Laufe der Wundheilung nur selten zur malignen Entartung [148, 149]. Eher ist die
unzureichende epitheliale Regeneration ein Problem, was das Risiko einer Fibrose erhoht.
Nicht immer ist die Regenerationsfahigkeit der Epithelzellen ausreichend, um den gesamten

Defekt zu schlieBen. Fibrose geht unwiederbringlich mit Funktionsverlust einher [150].

Fir den schnellen Verschluss einer Wunde ist die Proliferation {iiberlebender
Epithelzellen essentiell [151]. Bevor ausdifferenzierte Epithelzellen den Zellzyklus beginnen
und eventuell auch migrieren konnen, miissen sie in geringem Male dedifferenzieren.
Epitheliale Dedifferenzierung ist unter sehr strenger Kontrolle als natiirliche Reaktion nach
ischdmischer Schidigung zu verstehen und ohne Kontrolle als Karzinomentstehung [152].
Unter normalen Umstinden proliferieren Tubulusepithelzellen nur wenig, was
immunhistochemisch an der geringen Positivitdt fiir Ki-67 und PCNA (proliferative cell
nuclear antigen) zu erkennen ist. Mit der Ischdmie und der umliegenden Schadigung anderer
Zellen werden Gene, die unter normalen Umstinden nur in der Embryonalperiode
iiberexprimiert sind, wieder vermehrt exprimiert. Dazu gehdren auch Gene, die fiir
Wachstumsfaktoren wie IGF-1, FGF, und HGF codieren, oder fiir die Proliferation wichtige
Transkriptionsfaktoren wie Pax-2 oder Egr-1 [153-160]. Auch Regulatoren der Apoptose,
darunter Bcl-2 als Protein mit antiapoptotischen Effekten, werden vermehrt exprimiert. Die
Apoptose ist daher ein zentrales Programm fiir sowohl Organentwicklung, als auch fiir

Heilungsprozesse [161-163]. Die dedifferenzierten Zellen differenzieren nach Beendigung der
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Abbildung 6: Expression embryonaler Marker und Dedifferenzierung. A: Pax-2 / Ki67-Doppelfarbung. Die
Schéidigung induziert die Pax-2-Expression in TEC der dufleren Medulla. Die Zellen sind 48h nach Ischdmie
doppelt positiv, demnach sind Proliferation und Pax-2-Expression verkniipft. B: Gab man den Mé&usen vor
Ischimie eine einzelne Dosis BrdU, stellten sich die proliferierenden Zellen (rot) 24h nach Schéadigung ohne
basolaterale Na/K-ATPase dar (griin), als Zeichen ihrer Dedifferenzierung. Abbildung nach [164].

Heilungsreaktion wieder aus, was man als Redifferenzierung beschreibt. Der
zwischenzeitliche Zustand der Zellen ist durch die enge Kontrolle der Programme nicht als
komplette Entdifferenzierung zu verstehen, und ist damit auch nicht vergleichbar mit den

Moglichkeiten einer multipotenten Stammzelle [165].

1.3.1 Epitheliale Heilung in drei Phasen

Die Reaktion auf epitheliale Schdadigung ist in drei Phasen aufgeteilt: eine inflammatorischen
Phase, eine Phase mit Neubildung von Gewebe, und zuletzt eine Umbauphase (vgl. Abb. 7)
[150]. Die inflammatorische Phase beginnt sofort nach der Schidigung mit dem
provisorischen Verschluss des Defekts. Um Blutverluste und Verunreinigungen zu verhindern,
wird der Defekt mit einem Stopfen aus Fibrin und Thrombozyten verschlossen. Die Fibrin-
Matrix ermoglicht gleichzeitig, dass sich einwandernde Zellen anhand dieses Geriists
bewegen konnen. Die Aktivierung der Immunantwort wurde im vergangenen Kapitel 1.2.3
bereits besprochen. Ergdnzend zu den besprochenen Mechanismen spielt das Komplement-
System eine groBe Rolle fiir die Rekrutierung von Immunzellen [115, 150]. Das Komplement-
System wird bei Gewebsdefekten aktiviert und fordert die Expression endothelialer
Adhisions-molekiile, wirkt aber {iber einige seiner Bestandteile auch direkt chemotaktisch.
Die eingewanderten Zellen libernehmen einerseits den Schutz vor Pathogenen, als auch den

Abtransport von Zell- und Gewebsfragmenten.

Die zweite Phase beginnt meist am zweiten Tag nach Schidigung und dauert bis zum
achten bis zehnten Tag an [150]. In dieser Phase beginnt der eigentliche Regenerationsprozess,
indem das fehlende Gewebe ersetzt wird. In dieser Phase wird auch die wichtige Weiche

zwischen Regeneration und narbiger Fibrose gestellt: nur, wenn geniigend Epithelzellen iiber-
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Abbildung 7: Phasen der epithelialen Wundheilung. A: Provisorischer Wundverschluss durch initiale,
inflammatorische Reaktion. B: Proliferation von Epithelzellen und Fibroblasten. C: Wundumbau und
endgiiltiger Verschluss, sowie Beendigung der inflammatorischen Antwort. Abbildung aus [150]

lebt haben, oder wenn sich multipotente Stammzellen am Ort der Schidigung befinden, kann
Regeneration erfolgen. Uberlebende Epithelzellen migrieren an den Ort der Schidigung und
beginnen mit der Proliferation [164]. Um die gleichméBige Sauerstoffversorgung und
Migration von Zellen zu gewéhrleisten, werden bei groBeren Wunddefekten neue Blutgefille
nach Ausschiittung von VEGF gebildet [150]. Zusammen mit den BlutgefiBBen wird die
Wunde von basal mit lockerem Granulationsgewebe aufgefiillt, welches aus neutrophilen
Granulozyten, Fibroblasten und Makrophagen besteht. Den Raum, den proliferierende
Epithelzellen nicht ausfiillen konnen, infiltrieren die Fibroblasten und beginnen mit der
Produktion von extrazelluldrer Matrix. Einige dieser Fibroblasten werden von Makrophagen
zur Umwandlung in Myofibroblasten stimuliert. Myofibroblasten haben eine kontraktile
Funktion und bewirken eine bessere Adaptation der Wundriander. Die Wunde ist schlielich
mit iiberlebenden und neu gebildeten Epithelzellen verschlossen, mit narbigen Anteilen aus

Fibroblasten und extrazelluldrer Kollagenmatrix [150].

In der dritten Phase der Wundheilung finden Umbauprozesse statt, welche bis zu
einem Jahr nach Schidigung andauern konnen [150]. Die fiir die Wundheilung wichtigen
Programme werden in ihrer Aktivitdt reduziert. Neu gebildete Epithelzellen differenzieren
komplett aus und beenden ihre Proliferation. Endothelzellen, Makrophagen und grof3e Teile
der Fibroblasten verschwinden durch Apoptose oder wandern aus. Metalloproteasen helfen
beim Umbau der iiberwiegend aus Kollagen Typ III bestehenden extrazelluldren Matrix in
eine aus Kollagen Typ I bestehende Struktur, welche stabiler ist. Das neu entstandene
Gewebe erreicht auch nach den Umbauprozessen nicht das gleiche Ausmal} seiner

urspriinglichen Funktionalitit [166].
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1.3.2 Tubulus-Reepithelialisierung

Die epitheliale Heilung von Tubulusschidden funktioniert nach dhnlichen Prinzipien
wie die Heilung einer Hautverletzung [150]. Eine unzureichende Heilungsreaktion geht, wie
bereits erwédhnt, mit fibrotischen Umbauprozessen einher und fiihrt zu Funktionseinbuf3en.
Daher wire es aus therapeutischer Sicht interessant herauszufinden, wie man die epitheliale,
tubuldre Heilungsreaktion positiv beeinflussen konnte. Vorher muss das Zusammenspiel der
verschiedenen, in die Heilungsreaktion involvierten Zelltypen und molekularen Mechanismen

besser verstanden werden.

Der initiale Schaden nach Ischdmie wird vor allem durch DNA-Schiden und
oxidativen Stress verursacht. Nekrose und Apoptose und somit Gewebeverlust sind die Folge.
Hinzu kommt der destruktive Einfluss der sterilen Entziindungsreaktion, welcher das Ausmal3
des Schadens vergrofert. Durch mehrere molekulare Mechanismen sind diese beiden Seiten
der Schiadigung miteinander verbunden, einer der Regulatoren ist das Molekiil murine double
minute-2 (MDM2). In den vergangenen Jahren wurden mehr und mehr p53-unabhédngige
Rollen von MDM2 entdeckt, nachdem zunichst vorwiegend die antagonistische Rolle von
MDM2 auf den pro-apoptotischen Faktor p53 bekannt war [167]. MDM2 fiihrt als Ubiquitin-
E3-Ligase zum Abbau des Tumorsuppressors. Die experimentelle Blockade von MDM?2 nach
ischamischer ATN fiihrte zu verminderter, epithelialer Regeneration, jedoch wurde das
Ausmal der initialen Schadigung reduziert [168]. Die Ursache ist die Funktion von MDM?2
als Kofaktor fiir die Bindung von NF-kappa-b an dessen DNA-Bindungsstelle. Somit kommt
es nach MDM2-Blockade zu einer verminderten Expression proinflammatorischer Zytokine
und zur Hemmung der sterilen Entziindungsreaktion. Dariiber hinaus wird postuliert, dass p53
die DNA-geschidigten Tubuluszellen in Zellzyklusarrest versetzt und manche dieser Zellen —
unter Abwesenheit neutrophiler Granulozyten — durch DNA-Reparatur gerettet werden

konnen [169, 170].

Zur Zeit wird dariiber diskutiert, ob und in welchem Ausmal3 Epithelzellen selber an
fibrotischen Umbauprozessen beteiligt sind. Dariiber hinaus wird die Rolle tubulérer
Vorlduferzellen beim Verschlieen des Defekts erforscht. Daher mochte ich diese beiden

Themen im Detail vorstellen.
Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)

Die Existenz und das mogliche Ausmal} der Beteiligung der Tubulusepithelzellen an

fibrotischen Prozessen werden diskutiert [171-177]. Die fiir die Produktion von
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extrazelluldrer Matrix verantwortlichen Zellen wihrend der Wundheilung oder Fibrose sind
iiberwiegend Myofibroblasten [178-181]. Verschiedene Hypothesen wurden iiber deren
Herkunft aufgestellt, denn im gesunden Zustand findet man diese spezialisierten,
mesenchymalen Zellen nicht. Einige vermuten, dass die Zellen aus Perizyten entstehen, einer
speziellen Zellgruppe, die sich rund um die Blutgefdf3e befindet [182, 183]. Andere gehen von
einer Rekrutierung aus dem Knochenmark aus [184, 185]. Auch die permanent residenten
Fibroblasten konnten durch Differenzierung zu Myofibroblasten werden [179]. Und einige
sehen in den Tubulusepithelzellen die Quelle der Myofibroblasten und sprechen hierbei von

EMT [186].

EMT wiirde bedeuten, dass ausdifferenzierte Epithelzellen nach Schiadigung ihre
Polaritdt verlieren, sich von der Basalmembran ablésen, und mit der Expression
mesenchymaler Marker anstelle epithelialer Marker beginnen wiirden. Da die extrazelluldre
Matrix in der Niere vor allem im Interstitium angebaut wird, miissten die Zellen zudem die
Basalmembran durchbrechen, um an der Produktion fibrotischer Fasern beteiligt zu sein.
Dafiir sprechen einige Studien, im Rahmen derer mittels cell fate tracing — einer
molekularbiologischen Markiertechnik fiir Zellen unter Verwendung eines LacZ/yGT
promoters — Tubulusepithelzellen markiert wurden, die sich nach experimenteller Induktion
von Fibrose auf beiden Seiten der Basalmembran befanden und zudem den mesenchymalen
Marker FSP1 exprimierten [187]. Fiir die Einleitung dieser Entwicklung ist der
Wachstumsfaktor TGF-B verantwortlich, dessen Signal intrazelluldr iiber [-catenin
weitergeleitet wird [176, 188, 189]. EMT wurde auch im Kontext mit der Schidigung anderer
Organe untersucht, und ist somit ein nicht auf die Niere beschrinktes Konzept. Studien von

Kim et al. konnten EMT im Rahmen primérer Lungenfibrose zeigen [189-191].

Gegen eine Beteiligung der Tubuluszellen an der Fibroseentstehung sprechen andere,
ebenfalls mithilfe von cell fate tracing-Studien durchgefiihrte Experimente. Humphreys et al.
konnten in ihren Experimenten zeigen, dass keine der markierten Epithelzellen die
Basalmembran nach experimenteller UUO {iberschritten [182]. Auch strukturelle Studien, die
nach mikroskopisch sichtbaren, die tubuldre Basalmembran (TBM) durchwandernden Zellen
suchten, konnten keine solche Zellen zeigen [192-194]. Die Experimente zeigten aber, dass
die Tubuluszellen durch Schidigung oder Stimulation mit TGF-B mit der Expression
mesenchymaler Marker beginnen [182]. Zu den wichtigsten, mit EMT in Verbindung

gebrachten Markern zdhlen N-cadherin, a3p1-intergin, Vimentin, aSMA, B-catenin, Kollagen
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I und III, und Snail als Transkriptionsfaktor. Die Expression epithelialer Marker wird dabei

reduziert, verschwindet aber nicht vollstdndig [195].

Es gibt eine Diskrepanz zwischen den Beobachtungen in vitro und in vivo, was auf die
Ultrastruktur des Gewebes mit verschiedenen Kompartimenten zuriickzufiihren ist. In vitro
konnte mehrmals gezeigt werden, dass sich Tubulusepithelzellen unter Stimulation zu
mesenchymalen Zellen verdndern konnen [196-198]. Auch in vivo zeigten Tubuluszellen nach
Schidigung eine vermehrte Expression mesenchymaler Marker. Dass EMT maligeblich an
fibrotischen Umbauprozessen in der Niere beteiligt ist, wurde jedoch iiberwiegend
ausgeschlossen, da nicht abschlieBend geklart werden konnte, ob oder wie die Zellen die

TBM iiberqueren [186].

Die bereits angesprochene De- und anschlieBende Redifferenzierung ist eng mit der
beobachteten Expression mesenchymaler Marker verkniipft. Studien mit verschiedenen
Zeitpunkten zur Kontrolle, ob es sich hierbei um eine transiente Expression handelt, fehlen
bislang. Zeisberg et al. beschreiben verschiedene Arten von EMT, in drei unterschiedlichen
Szenarien [175, 195]. Szenario 1 beschreibt EMT primitiver Epithelzellen zu mesenchymalen
Zellen, die wihrend der Embryonalentwicklung die Neuralleiste formen und proliferieren.
Spiter differenzieren manche der Zellen zu Epithelzellen des Meso- und Endoderms, was
auch mesenchymal-to-epithelial transition (MET) genannt wird. So wie auch
Transkriptionsfaktoren der Embryonalzeit (s.o., Pax-2, [154]) wihrend der epithelialen
Wundheilung aktiviert werden, konnte eine transiente Expression mesenchymaler Marker als

Zeichen der Dedifferenzierung wihrend der Wundheilung die Proliferation ermdglichen.

Eine kiirzlich verdffentlichte Studie von Kalluri et al. untersuchte die mutmafliche
Herkunft von Myofibroblasten bei der Fibroseentstehung, um mehr iiber die Relevanz der
einzelnen Konzepte aufzudecken [179]. Sie stellten fest, dass der Pool aus Myofibroblasten
aus verschiedenen Quellen stammt. Mit 50% Anteil kamen die meisten davon aus
proliferierenden, residenten Fibroblasten. 35% der Zellen stammten aus vom Knochenmark
eingewanderten MSC (mesenchymal stem cells), die unter TGF-B-Stimulation zu
Myofibroblasten ausdifferenzierten. Durch knock out des TGF-B-Rezeptors Tgfbr2 konnte
die Gesamtzahl von Myofibroblasten um 56% gesenkt werden, was die Schliisselrolle des
Wachstumsfaktors unterstreicht. Perizyten waren nicht an der Entstehung von
Myofibroblasten beteiligt. Endothelial- und epithelial-to-mesenchymal transition waren fiir
10% der aSMA-positiven Zellen verantwortlich, wobei die Studie die Uberquerung der TBM

nicht beschrieben hat.
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Die Rolle der Progenitorzellen

Die Stammzellforschung auf dem Gebiet tubuldrer Erkrankungen ist im Vergleich zu
anderen Organen noch sehr jung. Erst kiirzlich wurden Progenitorzellen an der Bowmanschen
Kapsel und verstreut im Tubulussystem identifiziert [199]. Im Vergleich zur klassisch
epithelialen Wundheilung erlauben pluripotente Stammzellen den voll funktionsfiahigen
Ersatz des Epithels, so die Hoffnung. Eine Narbe mit fibrotischen Gewebe wiirde so
verhindert werden, und man konnte von echter Regeneration und nicht Heilung sprechen [150,

200].

Den Beginn dieser Idee markieren zwei Experimente aus den Jahren 2003 und 2005,
als Lange und Lin et al. mesenchymale (MSC) bzw. himatopoietische (HSC) Stammzellen
zur Behandlung der Ischdmie-Reperfusion-Schiadigung (I/R) der Niere testeten. Die Zellen
wurden isoliert, zur spéteren Identifikation markiert und Méausen nach I/R verabreicht. Per
Histologie wurden spéter ausdifferenzierte, markierte Zellen im proximalen Tubulussystem
gefunden und eine bessere Nierenfunktion im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt [201,
202]. Einige Jahre spiter gelang die Identifikation Nieren-spezifischer Progenitorzellen
mithilfe der beiden Stammzellmarker CD24 und CD133 am Menschen [203]. Eine embryonal
grofle Population von CD24/CDI133+ Zellen nimmt laut Lazzeri et al. im Laufe der
Entwicklung stark ab, bis sich nur noch einige wenige Zellen am Harnpol der Bowmanschen
Kapsel befinden. In den Experimenten zeigten diese Zellen praktisch unbegrenzte
Teilungsfdhigkeit bei konserviertem genetischen Profil. Die Zellen lieen sich unter Epithel-

bevorzugenden Bedingungen zur Expression Tubulus-typischer Marker stimulieren.

Lindgren et al. beschiftigten sich darauthin mit der Frage, ob man die
Progenitorzellen noch besser charakterisieren konne. Sie fanden heraus, dass sich
CD133/CD24+ Zellen nicht nur an der Bowmanschen Kapsel befinden, sondern auch im
proximalen Tubulus verstreut zu finden sind. Diese im Tubulussystem verstreuten Zellen
besitzen laut Lindgren und Angelotti et al. andere Marker, als die Verwandten an der
Bowmanschen Kapsel [204, 205]. Die Studien beschreiben eine liberdurchschnittlich hohe
Expression der ALDH und eine fehlende Expression von CD106. CD106+ Zellen an der
Bowmanschen Kapsel konnten sich zudem sowohl in Tubuluszellen, als auch Podozyten
differenzieren, CD106- Zellen jedoch nur in Tubuluszellen. CD106- Zellen besallen eine
hohere Stressresistenz als reguldre TEC in den Experimenten und konnten &dhnlich wie MSC
nach experimenteller ANS die Nierenfunktion im Vergleich zur Kontrolle verbessern, indem

sie sich nach Injektion im Tubulus ansiedelten und die Regeneration forderten [204].
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Zu einem dhnlichen Ergebnis kommt die Studie von Smeets et al., die die Existenz
einer im Tubulussystem verstreuten, CD24/CD133+ Zellpopulation bestitigt. Diese Zellen
zeigten unter dem Elektronenmikroskop einen leicht modifizierten Phénotyp mit weniger
Zytoplasma, weniger Mitochondrien, fehlenden basolateralen Einkerbungen und fehlendem
Biirstensaum, was fiir ein geringeres Ausmall an Differenzierung spricht [206]. Fiir die
Studien von Angelotti und Smeets et al. ist die Regeneration aus lokalen, tubuldren

Progenitorzellen das nach Schidigung vorherrschende Prinzip.

Diesen Ergebnissen gegeniiber stehen mehrere Studien von Humphreys und Bonventre
et al., welche die Rolle der Progenitorzellen fiir die epitheliale Heilung als irrelevant
bezeichnen [164]. Aus ihren Experimenten gehen vier groBle Beobachtungen hervor, die
jeweils unterschiedliche Aspekte und Voraussetzungen fiir die Progenitor-These widerlegen
sollen: Erstens beobachten Humphreys et al. in ihren cell fate trace Experimenten keine
Proliferation von Progenitorzellen an der Bowmanschen Kapsel. Zweitens wurde keine
Migration dieser Zellen festgestellt, was eine Voraussetzung fiir eine fokussierte Regeneration
ist. Die tubulire Wunde wird drittens hauptsidchlich durch dedifferenzierte, iiberlebende
Tubuluszellen verschlossen, wobei die Schidigung einer einzelnen Zelle selbst der grofBte
Trigger flir einen anschlieBende Proliferation war und die Chancen fiir Zellteilungen erhdht
hat [164]. Viertens beobachtete Kusaba et al.. in weiterfithrenden Versuchen die Proliferation
differenzierter Zellen, nicht nur wéihrend der Entwicklung zur Verldngerung des

Tubulussystems, sondern auch nach I/R-Schadigung [152].
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Abbildung 8: Zwei mégliche Konzepte der tubuliren Regeneration. A: Nach Schidigung proliferieren und
migrieren iiberlebende Tubuluszellen (gelb), um den Defekt zu schlieBen (orange). Dabei unterlaufen sie De-
und Redifferenzierung. B: Progenitorzellen sind im gesunden Tubulussystem zwischen den TEC verstreut
(orange). Nach Schidigung proliferieren diese und schlieBen den Defekt, um abschlieBend zu reifen
Tubuluszellen zu differenzieren (nicht gezeigt). Abbildung nach [200].
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Die Kontroverse zur Rolle der Progenitorzellen wihrend der tubuldren Heilung ist nicht
abschlieBend geklirt. Die oben dargestellten Studien legen nahe, dass verschiedene Konzepte
in verschiedenen Organismen zum Finsatz kommen. Wéhrend die Befiirworter der
Progenitor-Theorie mit humanen Nieren geforscht haben, verwendeten die Gegner der
Theorie experimentelle Mausmodelle. Smeets et al. konnte keine Progenitorzellen mit den
humanen Markern CD24/CD133 identifizieren, und neben den Studien von Humphreys et al.
spricht vieles dafiir, dass Dedifferenzierung in Nagetieren das vorherrschende Konzept nach
ATN darstellt [152, 206]. Bei Nagern konnten die mesenchmyalen Marker CD44 und
Vimentin erst nach Induktion von ATN nachgewiesen werden, was fiir eine gezielte
Dedifferenzierung spricht. Es ist aber nicht ausgeschlossen, dass nagetier- oder
mausspezifische Progenitorzellen in der Zukunft identifiziert werden, sollten sich spezielle

Marker hierfiir finden lassen [200].

1.3.3 Die Rolle des Immunsystems bei der tubuliren Heilung

Dem Immunsystem kommen bei der Wundheilung zwei wichtige Funktionen zu:
erstens die Erkennung des Schadens, zweitens die Uberwachung der Reparatur [150]. Um
diese unterschiedlichen Aufgaben ausfiihren zu konnen, ist es aus verschiedenen
Bestandteilen zusammengesetzt und kann daher moglichst spezifisch auf jeweils
unterschiedliche Bedrohungen reagieren. Grob lédsst sich das Immunsystem in zwei grof3e
Gruppen aufteilen: einerseits in die Gruppe der angeborenen, innaten Bestandteile,
andererseits in die Gruppe der erlernten oder auch adaptiven Bestandteile. Zu jeder dieser
Gruppen gehoren unterschiedliche Zelltypen, Proteine und Rezeptoren, und Botenstoffe wie
sogenannte Zytokine. Die Proteine und Rezeptoren lassen sich nicht ausschlieflich auf

Immunzellen finden, sondern sind auch in mesenchymale oder epitheliale Zellreihen integriert

[44, 207-209].
DAMP-Erkennung durch Rezeptoren der innaten Immunitiit

Beim Zerfall von Tubuluszellen werden DAMPs freigesetzt und von lokalen
Immunzellen erkannt. Dies funktioniert iiber die sogenannten 7o//-/ike-Rezeptoren (TLR) an
der Zelloberfliche und {iber das Inflammasome im Zellinnern [210, 211]. Aus der Familie der
TLR werden die DAMPs von den Rezeptoren 2 und 4 erkannt, deren Signalkaskade zur
Aktivierung der Zelle fiihrt. Zellen aus dem mononukledren Phagozytensystem dienen als

Vermittler zwischen den Epithelzellen und den weit entfernten Neutrophilen Granulozyten
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und Makrophagen, die nur durch die Produktion proinflammatorischer Zytokine zum Ort der
Schidigung geleitet werden konnen. Die lokalen Zellen beginnen also mit der Produktion von

Zytokinen wie TNF-a oder Interleukin-1f, um andere Immunzellen zu aktivieren.

Obwohl es sich in den allermeisten Féllen bei ANS um eine sterile
Entziindungsreaktion handelt, infiltrieren zundchst neutrophile Granulozyten das
Nierengewebe. Diese Zellen sind eigentlich auf die Keimabwehr spezialisiert und tragen
durch extensiven Gebrauch ihrer Leukozyten-Peroxidase in grofem Malle zur
Gewebeschddigung bei. Das Gewebe wird dabei von vorgeschiddigten Zellen und Debris
befreit und die Wundrinder ,,gesdubert®. Der Korper spielt unabhingig von der Ursache der
Schiadigung stets das gleiche Programm ab, um potentielle Gefahren abzuwenden.
Evolutiondr gesehen handelte es sich meistens um fokale Schiaden durch Verletzungen der
Haut oder Gliedmallen, bei denen eine lokalisierte Reaktion mit Keimabwehr einen
Uberlebensvorteil brachte. ANS nach diffuser, generalisierter Schidigung durch Toxine oder
generalisierte Ischdmie zieht eine generelle Organschdadigung nach sich, bei der die initiale

Immunantwort einen gro3en Anteil am spiteren Gewebsdefekt hat (Abb. 9).

Bei der experimentellen Ausschaltung der TLR-2- bzw. TLR-4-Signalkaskade
konnten mehrere Experimente eine Abschwichung der initialen Schadigung zeigen [44-46].
Der TLR-Signalweg bewirkt aber nicht nur die Entstehung pro-inflammatorischer Signale,
sondern fithrt auch zur Aktivierung der Proliferation von Epithelzellen. Rakoff-Nahoum
testeten diese These in einem Modell der akuten intestinalen Schidigung an Kontroll- und
MyD88-KO-Méusen [212]. MyDS8S8 ist ein zentrales Adaptermolekiil in der Signalkaskade der
TLR-A2 und -4. Hierbei kam es zu einer insuffizienten Proliferation der Darmepithelien nach

Schidigung,

Renal

Focal injury Diffuse injury

Abbildung 9: Begrenzte vs. diffuse Schidigung. Evolutiondr neue Schiadigungsmuster (Pharmaka, Blutglukose
im Rahmen von Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie) rufen die gleiche Immunantwort wie nach einer fokalen
Schéadigung hervor. Der Kollateralschaden wird so aufs ganze Organ ausgeweitet.
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sodass die omniprasenten Keime im Darm die Epithelbarriere iiberwinden konnten, und die

Versuchstiere eine Sepsis entwickelten [212, 213].

Sallustio et al. beschrieben in thren Versuchen eine weitere Rolle der TLR-Rezeptoren
bei der tubuldren Heilung. TLR-2-Rezeptoren auf tubuldren Progenitorzellen vermittelten die
Produktion und Sekretion der Proteine Inhibin-A und FGF2, welche sich als essentiell fiir die
tubuldre Regeneration herausstellten [214]. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die
Erkennung des Schadens von zwei groflen Rezeptor-Klassen des innaten Immunsystems
erfolgt. Sowohl pro-inflammatorische, als auch pro-proliferative Signale werden danach von

Immunzellen und Epithelzellen gesendet.

Regulierung der Wundheilung durch Makrophagen

In der spiteren Phase der Reparatur, nach 3 bis 7 Tagen, werden vermehrt
Makrophagen ins Gewebe rekrutiert [ 143, 215-218]. Makrophagen stammen wie Dendritische
Zellen aus dem mononukledren Phagozytensystem und konnen verschiedenste Phénotypen
ausbilden [219, 220]. Grob lassen sich die Phanotypen in zwei Haupttypen aufteilen, ndmlich
in den proinflammatorischen M1-Typ und den proproliferativen M2-Typ. In den drei Phasen
der Wundheilung regulieren die Makrophagen den Abtransport beschéadigter Zellteile, die
Proliferation von Epithelzellen und Fibroblasten sowie von Blutgefden und die Ablagerung
von extrazelluldrer Matrix. FEine Dysregulation dieser Prozesse fithrt zu unzureichender
Wundheilung oder iiberméBiger Fibroseentstehung, weshalb der Einfluss der Makrophagen

fiir die epitheliale Heilung essentiell 1st [143].

Die Makrophagen werden aus dem Blut iiber die Erkennung von CCL2 am CCR2-
Rezeptor, bzw. CX3CL1 am CX3CRI1-Rezeptor rekrutiert [143]. Durch den Einfluss von
TNF-a und IFNy nehmen die Makrophagen einen pro-inflammatorischen M1-Phénotyp an.
Sie produzieren in der Frithphase die Zytokine TNF-a, IL-1 und IL-6 und tragen weiter zu
einem inflammatorischen Mikromilieu bei, beginnen aber bereits, die Zahl der Neutrophilen
durch Apoptose-Induktion und Phagozytose zu reduzieren [143]. Dies stellt den Beginn des
Ubergangs von der inflammatorischen zur proliferativen Phase dar. M1-Makrophagen sind
durch Zytokinproduktion in der Lage, die Proliferation von Myofibroblasten und somit auch
die Ablagerung von Kollagenfasern zu fordern, wenn auch in schwéicherem Malle als M2a-

Makrophagen [143, 215, 221-224].
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Wihrend der proliferativen Phase der Wundheilung nehmen die Makrophagen den
alternativen, pro-proliferativen Phinotyp an [143]. Die Mechanismen des phenotype switch
sind nicht abschlieBend geklart und es ist unklar, ob die Makrophagen nur auf Exposition mit
Zytokinen reagieren, oder ob schon vorbestimmt ist, welche Funktion sie im Verlauf der
Wundheilung einnehmen. Das mononukledre Phagozytensystem besteht aus vielen
Untergruppen von Zellen mit unterschiedlichen Markern, sodass nicht ausgeschlossen ist,
dass die ,,M0“-Makrophagen-Population schon von vornherein heterogen ist und verschieden
auf den gleichen Reiz reagiert [223]. In vitro lésst sich der M2-Phénotyp weiter in einen
M2a- und einen Mreg-Typ unterscheiden. Abbildung 10 gibt einen Uberblick iiber die
wichtigsten Eigenschaften der drei vorherrschenden Phénotypen. Wéhrend der M2a-Phénotyp,
induziert durch den Einfluss von IL-4 und IL-13, eher mit iiberschieBender Wundheilung und
Chronifizierung der Makrophagen-Reaktion in Verbindung gebracht wird, dient der Mreg-
Typ der Beendigung der Entziindungsreaktion und auch der Hemmung profibrotischer
Signale. Mreg-Makrophagen produzieren hohe Konzentrationen an IL-10, was die
Entziindungsreaktion hemmt. In mehreren Versuchen konnte durch IL-10 eine reduzierte
Neutrophilen-Infiltration und geringere Ausmale von Zelltod erreicht werden [225-227]. Es
wird vermutet, dass der phenotype switch zum Mreg durch Exposition mit Pentraxin-2

getriggert ist [228].

Es mehren sich Hinweise, dass der WNT-Signalweg und B-catenin in den phenotype
switch involviert sind. Dendritische Zellen in der Darmmukosa bendtigen B-catenin zur
Expression der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGFf [229]. Durch Hemmung der
Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3p), einem hemmenden Enzym sowohl von -catenin als
auch dem Wnt-Signalweg, konnte die Entziindungsreaktion gehemmt werden und die
Produktion von IL-10 gesteigert werden [230, 231]. Die experimentelle Ausschaltung B-
catenins fiihrte zur Verstirkung der Entziindungsreaktion [229]. Von Makrophagen
produziertes Wnt7b aus dem Wnt-Signalweg war zudem in Modellen zur Nierenschidigung
fiir die Regeneration essentiell [232, 233]. Wegen seiner pro-proliferativen Eigenschaften
wird der Wnt/B-catenin-Signalweg auch mit der Tumorentstehung in verschiedenen Organen
in Verbindung gebracht, was den engen Bezug zwischen regenerativer und maligner

Proliferation aufzeigt [234-236].

Nach Abklingen der Entziindungsreaktion erfolgt der Eintritt in die Umbauphase, in
der das provisorische Narbengewebe reduziert und die epitheliale Proliferation abgeschlossen

wird. Die Makrophagen verdndern auch wéhrend dieser Phase ihren Phénotyp, indem die
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Abbildung 10: Makrophagen-Plastizitit in den verschiedenen Phasen der Entziindungsreaktion. A:
Ubersicht iiber die Phinotypen und ihre Aktivatoren. B: Aktivitit der einzelnen Phinotypen im Verlauf. Der
proinflammatorische M1-Typ wird nach akuter Schadigung u.a. durch Mreg-Aktivitat gedimpft. Es folgt eine
primédr epitheliale Heilungsreaktion. Bei Ausbleiben der Mreg-Aktivitit (rechts) kommt es zur chronischen
Aktivierung des M2-Typs, der einen exzessiven Umbau mit Fibrose zur Folge hat. Abbildung nach [223].

Marker CD206 und CD163 vermehrt exprimiert werden und die Produktion der Zytokine
VEGEF, IFG-1 und Arginase-1 reduziert wird. Die TGFB-Produktion bleibt hingegen stabil
[143]. Ob Makrophagen in der Umbauphase ausschlieBlich zur Fibroseentstehung beitragen,
oder ob die Fibrose-Last sogar reduziert wird, wird diskutiert [216, 237]. Frithe Deaktivierung
der M1-Makrophagen fiihrte zu reduzierter Fibrose, ein verldngerter pro-inflammatorischer
Einfluss der MI-Makrophagen zu verstirkter Kollagen-Ablagerung [238-240]. Eine
Chronifizierung der M2a-Reaktion verstirkte langfristig ebenfalls die Fibroseentstehung
durch permanenten Einfluss von TGFP [241]. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass kein
einzelner Makrophagen-Phanotyp ausschlielich pro-regenerativ agiert, sondern ein perfektes
zeitliches Zusammenspiel verschiedener Phénotypen fiir eine effiziente und schadenfreie
Wundheilung erforderlich ist. Die Epithelzellen, Myofibroblasten und Progenitorzellen
agieren gemdf dem Mikromilieu, welches durch die Makrophagen und den produzierten

Zytokinen geschaffen wird [143, 237, 242-244].
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Ty2-Immunitit

Als Vertreter des adaptiven Immunsystems sind die T-Lymphozyten an der
Regulierung der epithelialen Wundheilung beteiligt [245]. Die T-Helferzellen konnen wie die
Makrophagen in zwei verschiedene Klassen aufgeteilt werden: die Tyl-Zellen, mit
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-12 und IFNy, und die Tu2-Zellen, welche mit
allergischen Reaktionen und bei der Abwehr von Parasiten vorherrschen. Die Tyl1-Reaktion
ist notwendig zur Bekdmpfung viraler und bakterieller Invasionen, bei denen es um eine hohe
zahlenmiBige Uberlegenheit geht, der Gewebsschaden aber minimal ist. Die
proinflammatorischen Zytokine verursachen eine generalisierte Reaktion des gesamten
Immunsystems, um die groe Masse an Erregern eliminieren zu konnen. Bei parasitidren
Erkrankungen, zum Beispiel einer Wurminfektion, kommt es zu einer gro3en
Gewebsschidigung, die nur durch einen (oder wenige) Organismen entsteht. Eine
generalisierte Entzlindungsreaktion wére in diesem Fall nicht addquat und brichte einen
groflen Kollateralschaden mit sich, bei nur limitierter Wirkung gegen den Parasiten. Hier hat
sich evolutiondr die Ty2-Reaktion durchgesetzt, die eine Forderung der Wundheilung nach
sich zieht. IL-4, IL-5 und IL-13 bewirken nicht nur die Induktion des M2a-Phéanotyps bei
Makrophagen, sondern rekrutieren auch noch andere Zelltypen wie eosinophile Granulozyten.
Diese speichern Metalloproteasen (MMP) und Wachstumsfaktoren, welche die epitheliale und
mesenchymale Wundheilung fordern [246]. Durch die Wundheilung und beschleunigte
Fibrose werden zwei Ziele der Parasiten-Bekdmpfung erreicht: die durch den Eintritt des
Parasiten hervorgerufene Schiddigung wird schnellstmoglich repariert, zweitens wird der

Parasit in einer fibrotischen Hohle isoliert und abgekapselt [245].
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1.4 Methodische Ansitze zur Erforschung der tubuliren Heilung

Einige der etablierten Modelle zur Erforschung der akuten Tubulusschidigung sowie
der anschlieBenden Regeneration wurden bereits in den vorigen Kapiteln beschrieben. /n vivo
ist das Modell der Ischdmie-Reperfusion (I/R) ein geeignetes Mittel, um einen akuten,
ischidmischen Tubulusschaden herbeizufiihren [247]. Mochte man den Einfluss bestimmter
Pharmaka, Antikdrper oder Ahnlichem auf die Schidigung oder Heilungsreaktion
untersuchen, miissen den Tieren zu den jeweiligen relevanten Zeitpunkten Injektionen
verabreicht werden. Verschiedene Endpunkte konnen durch einen solchen I/R-Versuch
ausgelesen werden, dazu gehoren die Histologie gegebenenfalls mit immunhistochemischen
Féarbungen, Serumkonzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine, FACS-Analysen des
Nierengewebes und Urinanalysen. Die bereits erwdhnten cell fate trace Studien sind zur
Betrachtung einzelner Zelltypen geeignet und stellen einen Sonderfall der histologischen
Untersuchung dar. Alternativ zur I/R kann auch ein tubulotoxisches Agens wie zum Beispiel

Cisplatin zur Schidigung verwendet werden.

Zur Untersuchung der epithelialen Heilung in vitro stehen ebenfalls etablierte Modelle
zur Verfiigung (vgl. Kapitel 2.2). Einige Modelle konzentrieren sich dabei vor allem auf das
Messen der Proliferation, wohingegen nur eines eine Schidigung einer intakten
Epithelstruktur zu Beginn des Versuchs beinhaltet: der scratch assay. Hierbei wird ein
Monolayer aus Epithelzellen durch eine Schabe-Verletzung unterbrochen und das
Zusammenwachsen des Wundspaltes unter dem Mikroskop iiber mehrere Tage beobachtet.
Hierbei untersucht man sowohl Migration als auch Proliferation, was den Assay als Ndherung
zu den in vivo-Bedingungen attraktiv macht. Als reiner Proliferationsassay steht MTS-Assay
zur Verfiigung, bei dem die Verstoffwechselung eines farbigen Metabolits als
Surrogatparameter flir das Zellwachstum gemessen werden kann. Mithilfe von LDH-Assays
lassen sich Zelluntergang und Zelliiberleben quantifizieren. Fiir die in vitro-Versuche kdnnen
immortalisierte, tubuldre Zelllinien, primédre Tubuluszellen oder primidre Progenitorzellen

verwendet werden.
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1.5 Verfolgter Ansatz und Hypothese

In unserer Studie mochten wir uns mit der Regeneration von Tubulusepithelzellen
beschéftigen. Derzeitige Therapiekonzepte der ANS konzentrieren sich auf die Verhinderung
einer bedrohlichen Komplikation durch Funktionsverlust der Niere. Wenn mdoglich wird im
Vorfeld versucht, eine ANS bei vermuteter Nierenschidigung durch Aufrechterhaltung eines
ausreichenden Perfusionsdrucks zu verhindern. Kommt es jedoch zur ATN im Rahmen einer
ANS, kann die Regeneration geschéddigter Tubuli beim Menschen bislang nicht beschleunigt
oder positiv beeinflusst werden. Die genauen Mechanismen der tubuldren Heilung, sowie des
Zusammenspiels zwischen den verschiedenen Zelltypen sind noch nicht vollstindig
verstanden, was die Entwicklung von Behandlungsmoglichkeiten erschwert. Viele
experimentelle Ansdtze zielen auf die Reduktion der Schddigung ab, nicht aber auf die
gezielte Forderung der Regeneration. Es ist anzunehmen, dass eine solche Forderung der
Regeneration in einem engen, begrenzten Zeitfenster zu erfolgen hitte. Versuche wie die von
Thomasova et al. und die bisherigen Erkenntnisse iiber die phasische Aktivitdt der
Makrophagen sind nur zwei der vielen Hinweise dafiir. Hierfiir bendtigt man zuverldssige
Aussagen iiber den Verlauf des ANS beim jeweiligen Patienten, zum Beispiel durch Marker.
Per Serumkreatinin lieBe sich eine genaue Aussage iiber die Phase der Wundheilung nicht

stellen, der optimale Therapiezeitpunkt wire im Alltag selten gegeben.

Die momentan zur Verfiigung stehenden Methoden zur Untersuchung der ATN und
der anschlieBenden epithelialen Heilung kommen im Falle der in vitro Studien nur marginal
an die tatsdchlichen Verhiltnisse heran, oder sind im Falle der Tierexperimente mit groBem
finanziellen und zeitlichem Aufwand verbunden. GroB3 angelegte Experimente mit vielen
verschiedenen Fragestellungen sind daher nur begrenzt moglich. Eine Vielzahl an
Therapeutika in vivo zu testen bedeutet groBBe Versuchsgruppengroflen mit vielen Tieren und
grofle Mengen an zu injizierenden Therapeutika, die oft sehr teuer sind. Viele der in vitro
Studien werden mit immortalisierten Zelllinien durchgefiihrt, deren Eigenschaften nicht mehr
dem urspriinglichen, tubuldr-epithelialen Phéno- und Genotyp entsprechen. Die

Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die ANS ist daher als begrenzt anzusehen.

Die Bildung spezifischer Mikromilieus durch Makrophagen, T-Zellen und
Progenitorzellen ist fiir die Steuerung der epithelialen und mesenchymalen Proliferation
mitverantwortlich [143]. Diese Milieus werden durch parakrine und endokrine Effekte

sekretierter Zytokine geschaffen. Bei der Vielzahl an bereits identifizierten, immunologischen
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Zytokinen sowie der enormen Anzahl verfiigbarer Pharmaka und small molecules ist es
notwendig grof3 angelegte Experimente durchzufiihren, bei denen eine groBe Bandbreite an
moglichen Kandidaten getestet werden kann. Strukturierte Massen-Assays fiir in vitro- oder in

vivo-Experimente existieren derzeit nicht.

Gibt es Zytokine oder Molekiile, welche die tubuldre Regeneration spezifisch fordern?
Liasst sich die tubuldre Regeneration nach ischdmischem Schaden durch Behandlung mit
einem dieser Molekiile beschleunigen? Wir mochten untersuchen, ob sich ein solches
Molekiil unter vielen zu testenden Kandidaten finden ldsst. Ein Screening-Versuch mit small
molecules und einer groen Zahl an Stoffen ist fiir die zeitlich ungezielte Behandlung einer
ATN nach der Schiadigung gut geeignet. Hierzu soll ein zuverldssiger Screening-Assay
entwickelt werden, mit dem Reihentestungen an priméren, murinen Tubuluszellen moglich

sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite
Durchflusszytometer
FACS Calibur ®

ELISA-Reader
GENios Plus

Kiihlaggregate

4°C / -20°C Schréanke

-80°C Schrank

Mikroskope

Leica DMIL

ProGres® Mikroskop-Kamera
Pipetten

Multikanalpipette
Elektronische (Multi-) Pipetten
Multipette ®

Easypet ®

Pipette Pipetman ®
Pipettenspitzen Typ Gilson ®

Pipettenspitzen epT.I.P.S.

Serologische Pipetten 5/10/25/50ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Photometer

NanoDrop 1000 ®

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Liebherr, Biberach an der Riss, Deutschland

Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland

Jenoptik Laser Oprik Systeme, Jena, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Gilson, Middleton, WI, USA

Peske, Aindling-Arnhofen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Peqlab GmbH, Erlangen, Deutschland

Real Time Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR)

LightCycler 480 I+II

Waagen

Roche, Mannheim, Deutschland
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BP 110S

EC-211

Mettler PJ 3000

Mettler P 1200 N

Western Blot

Snap ID Filtersystem
Acrylamide

Beta-actin
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau

ECL WB Detection Reagents
Immobilon-PVDF-Membran
Protein-Marker II

SDS

TEMED

Western Blocking Reagent
Whatman papers ®
Zellkultur & Inkubator
Heracell 150

Steril Card Hood CII, Typ A/B3
Typ B5060 EC-CO 2
UV-Licht

Zihlkammer Neubauer
Zentrifugen

Centrifuge 5415 C
Centrifuge 5418

Megafuge 1.0 R

Universal 16

Sonstige

Eppendorfgefalie 1,5/2ml

Sartorius, Gottingen, Deutschland
Acculab Sartorius Group, Bohemia, USA
Mettler Toledo, Gief3en, Deutschland

Mettler Toledo, Giel3en, Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Cell Signaling Technolgies, Frankfurt a.M., Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland
Millipore, Eschborn, Deutschland

PeqlLab, Erlangen, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deutschland

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

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland

Hettich, Biach, Schweiz

TPP Zellkulturbedarf, Trasadingen, Schweiz
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Falcon Tubes 15/50ml TPP Zellkulturbedarf, Trasadingen, Schweiz
Homogenisator UltraTurrax T25  IKA GmbH, Staufen, Deutschland
pH-Meter WTW WTW GmbH, Welheim, Deutschland
Sicherheitswerkbank Microflow ® Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland

Themomixer 5320, 5436, comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

VortexGenie 2 Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
VortexGenie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Zentrifugiergefafie 15/50ml Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

2.1.2 Software
Creative Suite 5 Extended Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland

GraphPad Prism 5 ® Graph Pad Software, La Jolla, CA; USA

Microsoft Office 2011 for Mac Microsoft Deutschland GmbH, Unterschlei3heim
ProGres Software Jenoptik Laser Optik Systeme, Jena, Deutschland
Image J National Institutes of Health (NIH), Bethesda, PA, USA

2.1.3 Chemikalien

DMSO Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Beta-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Percoll ® Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Ethanol Merck AG, Darmstadt, Deutschland

2.1.4 Zellkultur

Puffer

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) PAN Biotech
GmbH, Aidenbach, Deutschland

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséiure),
Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

HBSS (Hank’s Buffered Saline Solution), Sigma Aldrich,

Steinheim, Deutschland
Medium und Zusitze

DMEM Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
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Fetales Kalbsserum (FCS)
Penicillin / Streptomycin
Trypsin/ EDTA

Trypan Blau

Collagen IV
REGM+Reagent Pack
Kulturgefilie
25/57/150cm” Flaschen
96/48/24/12/6-Well Platten
Petrischalen 10cm ©
LabTek ® Chamber Slides
Cryo-Vial

Zellisolation aus Organen
Butterfly-System
2/20/50ml Spritzen
Skalpell

70um Cell Stainer

20um Cell Stainer

Collagenase A aus C. hist.

Fentanyl Jansen ® fiir Narkose

Midazolam fur Narkose

Naloxon fiir Narkose-Antag.

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Lonza, Basel, Schweiz

TPP Zellkulturbedarf, Trasadingen, Schweiz
TPP Zellkulturbedarf, Trasadingen, Schweiz
TPP Zellkulturbedarf, Trasadingen, Schweiz
Nunc Ind., Rochester, NY, USA

Alpha Laboratories, Eastleigh, England

Sarstedt AG, Niimbrecht, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Millipore, Billerica, MA, USA

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Jansen Pharma, Deutschland

Ratiopharm, Deutschland

Inresa Pharma, Deutschland

Flumazenil fiir Narkose-Antag. Hikma Pharma, Deutschland

Revertor® fiir Narkose Antag. cp-Pharma, Deutschland

Zytokine und Stimulantien
Alle folgenden: Immunotools, Friesoyte, Deutschland

rm Interleukin 1 alpha/ 1 beta/2/3/4/5/6/7/9/10/11/13/15/16/17A/
17C/ 17F /19 /20 /21 /25 /31 / 33, Interferon gamma, IGF-1, FGF-alpha, FGF-9,
VEGF, PDGF-AA / -BB, M-CSF, M-GSF, NGF beta, SCF, LIF, Noggin, Sonic
hedgehoc, TPO, TNF alpha

ITSS (Insulin-Transferrin-Selinit-Suppl.), Roche, Mannheim
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rm HGF

Hormon-Mix fiir Zellkultur
Nutlin 3a

Sulforaphan

Assay-Kits fiir die Zellkultur
CellTiter 96 ® One Solution Kit

TBARS-Assay

eBiosciences, San Diego, CA, USA
Selbst zusammengestellt
Alexis Biotech Ltd., London, England

Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland

Promega, Madison, WI, USA

Cayman Chemicals, Ann Arbour, MI, USA

2.1.5 Tierzucht und Tierhaltung

Mause

C57BL6 Wildtyp
Organentnahme
Einbettkassetten
Formaldehydldsung
Sonstiges Zubehor
Isofluran Forene ®
Operationsbesteck
Wirmeplatte

Nahmaterial Typ Mersilene 2-0

2.1.6 Histologie
Aceton

ABC-Substrat-Losung
Ammoniumpersulfat
Methylgriin

Mounting Med. VectaMount
PAS

Biotinilierter Sekundar-AK

Xylol

Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA

Simport, Beloeil, Kanada

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Abbott, Wiesbaden, Deutschland
Miltex, Deutschland
Panlab, Cornella, Spanien

Ethicon by Johnson & Johnson, USA

Merck AG, Darmstadt, Deutschland
Vector, Burlingame, USA

BioRad, Miinchen, D

Sigma, Deisenhofen, D

Vector, Burlingame, USA
Bio-Optica, Mailand, 1

Vector, Burlingame, USA

Merck, Darmstadt, D
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Verwendete Antikorper fiir die Immunhistochemie

Rabbit Anti-Maus ALDHI1A1
Rabbit Anti-Maus Cytokeratin 19
Rabbit Anti-Maus Vimentin
Sheep Anti-Maus Cytokeratin 7

Rabbit Anti-Maus E-cadherin

Abcam plc, Cambridge, England

Acris GmbH, Herford, Deutschland

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
Abcam plc, Cambridge, England

Abcam plc, Cambridge, England

2.1.7 Molekularbiologische Methoden
RNA-Isolation aus Zellen und Gewebe

PureLink ® RNA Mini-Kit
RNA later ®
cDNA-Synthese

Linear Acrylamid

0.IM DTT

5x First Strand Buffer
Hexanucleotides

25mM dNTPs

RNAsin ®

Superscript II ®

Ambion by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Ambion by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Ambion by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Roche, Mannheim, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Promega, Madison, WI, USA

Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Real-Time Polymerase Chain Reaction (PCR)

25mM MgCl,

1,25mM dNTPs

SYBR Green Dye Detection
DNA Taq Polymerase

DNA-Primer

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Metabion, Martinsried, Deutschland

Applied Biosystems by Life Techn., Carlsbad, CA, USA
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Metabion, Martinsried, Deutschland

2.1.8 Immunologische Methoden

Zubehor fiir das Durchflusszytometer

Aldeflour Kit ®

FACS Flow

Aldagen, Durham, NC, USA

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
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Zubehor fiir Western Blot
Acrylamide

3-Actin
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau

ECL WB Detection Reagents
Immobilon-PVDF Membran
Protein-Marker II

SDS

TEMED

Western Blocking Reagent
Whatman papers®

loading buffer:

Sammelgel:

stacking buffer:

Trenngel:

separating buffer:

TBS

transfer buffer:

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Cell Signaling Technology, Frankfurt a. M., Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland
Millipore, Eschborn, Deutschland

Peqlab, Erlangen, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Milipore, Schwalbach, Deutschland

30mM Tris-HCL, 5% Glycerol, 1% SDS, 0,0025%
Bromphenolblau30ul/ml B-Mercaptoethanol

1,3ml 30% Acrylamidmix; 6,1 ddH,O; 2,5ml; 2,5ml
stacking buffer, 50ul APS, 10ul TEMED

6,05mg 0,5mM Tris-HCL; 50ml ddH,O; HCI bis pH 6,8,
dann ddH»O bis 100ml; 400mg SDS,

4ml 30% Acrylamidmix; 3,5 ddH,O; 2,5ml; 2,5ml
separating buffer, 3ul APS, 6,66ul TEMED

18,2mg 1,5mM Tris-HCL; 50ml ddH,O; HCI bis pH 8,8;
dann ddH,0 bis 100ml;400mg SDS,

24,22¢g 200mM Tris; 80g 1,37M NaCl; 11 H,O, HCI bis
pH 7,6:

17,46g Tris; 8,79g Glycin; 11,25ml SDS 10%; 600ml
Methanol; 3Iml H,O
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Tabelle 2: DNA-Primer-Sequenzen (alle murin)

Gen Reverse Primer 5'-3' Forward Primer 5'-3'

18S AGGGCCTCACTAAACCATCC GCAATTATTCCCCATGAACG
Aldh1 ACCTCCTCAGTTGCAGGGTT CACTGGCCGACTTGAAGATT
BMPR2 GGCGCACCAGCCGATTTCCA GCAGACGGCCGCATGGAGTA
c-Kit AATGAGCAGCGGCGTGAACAGA GAGTTCCATAGACTCCAGCGTC
c-Met GGAGAATGCACTGTATTGCGTCG GTTCTGCTTGGCAACGAGAGCT
CCL2 ATTGGGATCATCTTGCTGGT CCTGCTGTTCACAGTTGCC

CCR1 AGGCCCAGAAACAAAGTCTG TGCTGAGGAACTGGTCAGG
CCR2 CAACTCCTTCATCAGGCACA AGGCATCCATTTTGCTTCTG
CCR5 ATCCGTTCCCCCTACAAGAG GCAGGGTGCTGACATACCAT
CD110 GGCTGTGATCCTGGACGCGG CCCAACCGCATGGACCAGTGA
CD120a CACACGGTGTTCTGAGTCTCCT GTGTGGCTGTAAGGAGAACCAG
CD120b ATGCTTGCCTCACAGTCCGCAC TGACAGGAAGGCTCAGATGTGC
CD40 GGATGACAGACGGTATCAGTGG ACCAGCAAGGATTGCGAGGCAT
CSFI1R CTGTTGGTGAGGAATGTGGCTG TGTGCTCGGCCACTAACGCC
CSF2RB1ls GGCTCTGTGCTTGGGCGACA GGAAGAGCCTGCAACTCACTGGC
CSF2RB2s CTCTGTGGATTCAGATGAGGCAG GCAGGCTTCTTGCTGAGCAACA
CSF3R CTCTCCAGCGAAGGTGTAGACA CCTGGATGATAGAACCTAACGGG
CXCL2 TCCAGGTCAGTTAGCCTTGC CGGTCAAAAAGTTTGCCTTG
CXCR2 GTCATCGCGGCGCTCACAGG CGGGCCATGCGGGTCATCTT
CXCR3 AGCAGGAAACCAGCCACTAGCT TACGATCAGCGCCTCAATGCCA
CXCR4 GGGCAGGACGAGACCCACCA GCCTGGACCGGTACCTCGCT
CXCR7 GTTGGAAGCAGATGTGACCGTC GACCGCTATCTCTCCATCACCT
E-Cadh. CCACTTTGAATCGGGAGTCT GAGGTCTACACCTTCCCGGT
ErbB-1 GGCTGGCCCAGAGGATTTGGAAG CTGCCACCTATGCCACGCCA
FGFRI1 TGGGTCGGTGCGGAGATCGT CGGACAACACCAAACCAAACCCTGT
FGFR2 GGGGGCAACCACGTACGCTTC CTGGGGGCGCTTCATCTGCC
FGFR3 CTCCATCTCAGATACCAGGTCC  ACAGGTGGTCATGGCAGAAGCT
FGFR4 CCCCGGCTCATGTCGTCTGC CTCGGGGGCTCCCCATACCC
FXYD2 TTTGCGGACGGTTTCATA ATGGCTGGGGAAATATCA
HER2neu TGGACAGGCCCGGGAACGAT CCTGGTGCCGTTGGGGGTTC
HER3 GAAAATGGGCGCATCGAGCACA AGGCTCATTGCTTCTCCTGCCA
HER4 CTGCGTAACCAACTGGATAGTGG CAAAGCCAACGTGGAGTTCATGG
HO-1 CCTTCAAGGCCTCAGACAAA GAGCCTGAATCGAGCAGAAC
IFNGR1 TTGGTGCAGGAATCAGTCCAGG CTTGAACCCTGTCGTATGCTGG
IFNGR2 TGTGATGTCCGTACAGTTCGGC  CCTTCCAGCAATGACCCAAGAC
IGFIR AAACACGAGCCCCCACAGCG TCCGCATTTCTGCCCCTCGC
IL-31RA  CTGTCCTCAGACCGATGTTCTC ACACCGAGTTGGAGAGCCGTAT
IL-6 ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC TGATGCACTTGCAGAAAACA
ILIORA AGGCGTCTGTGCCCGCTTTC TGCTGGGCTGACACCTCCGT
ILIORB ATGAGCCACAGCACGACAAAGC CTGTGAACGGACAGGCAATGAC
ILIIRA1 CTCGTACCGCGTGTGGCAGC CTGCCGCAGAAGATGAGCAGCA
ILIIRA2 GCTTGGCAAGAGACTTCAGGAC GACAGCCCTGATGAAGGCACTT
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IL13RA1
IL13RA2
ILI5R
IL17RA
IL17RB
IL17RC
IL17RD
IL17RE
ILIR1
ILIRAP
ILIRL1
IL20RA
IL20RB
IL21R
IL22RA1
IL22RA2
IL2RA
IL2RB
IL2RG
IL3R
ILARA
IL5SR
IL6R
IL7R
IL9R
InsR
LIFR
MDM2
N-Cadh.
Notch-1
NQO-1
NRF-2
pS3

p75
Patched-1
Pax-2
PDGFRA
PDGFRB
TNF-alpha
TrkA
VEGFR1
VEGFR2
VEGFR3
Vimentin

GTGTAGAAGGTGGAGTTTTGCTC
GCTGGAGGTAATCAGCACACTG
CTGTCTCTGTGGTCATTGCGGT
CGATGAGTGTGATGAGGCCATA
TGTGTTGGACCATCCACTCT
ACTGGAAATCTTGTGGCTCATTC
GAGAGCCGCAGCGTATGTGGA
ACACTTTTTGCGCCTCACAG
GGCTCAGGATAACAGGTCTGTC
CCAGAAAGACCGTGGCTCCAAA
TCGGGCAGAGTGTGGTGAACAA
CGTCTCGGCCCATTCGGAGC
ACGGGCTACGGCCTCTCTCG
GCAGAAGGTCTCTTGGTCCTGA
CGTGTTCTTGGATGAAGCGTAGG
GAGGACGGAGAAGCACCCGC
GCATAGACTGTGTTGGCTTCTGC
AGCACTTCCAGCGGAGAGATCT
CCACAGATTGGGTTATAGCGGC
AGCACCGTAGCCACTGAAGTCA
AGCAGCCATTCGTCGGACACAT
CCACTGTGACATTCCTTGGAGG
TGCCCGTGACCTCTGGGGAC
AGGCGAGCGGTTTGCACTGT
AAGAACGCCTCGGGAGATGGAA
TGGGACCCCGGCGATCAGAG
AGCAGCTCCGGCCTCCTTGA
TCCTTCAGATCACTCCCACC
CGTCCACCTTGAAATCTGCT
TCTTACACGGTGTGCTGAGG
GTCTTCTCTGAATGGGCCAG
TCTATGTCTTGCCTCCAAAGG
TCCGACTGTGACTCCTCCAT
CAGGGCGTGCACTCGCGTAA
TGATGCCATCTGCGTCTACCAG
GGCAGTCACTCCTGTCCCT
CCGGCGTCGCTCAAAGCTCA
GTGGAGTCGTAAGGCAACTGCA
CCACCACGCTCTTCTGTCTAC
GCTGAAAGTCCTGCCGAGCATT
GCCAAATGCAGAGGCTTGAACG
TTCCTCACCCTGCGGATAGTCA
GGCTCGCCGTGCACTTCCTT
GCTCCTGGATCTCTTCATCG

TGTTCTTGCCGACGCTGTCTAC
TGGTCTGCTCTTGGAAACCTGG
GACACCAAAGGTGACCTCACAG

CCCAGTAATCTCAAATACCACAGTTC

AGTGTTGCTGATCTTGGCTG
GAGTCCCTGC CAGCCACTT
CCATCACTGTGCCTCTGGTTGT
AATTCCTTCTGCCCTGCAT
CTGTTGGTGAGGAATGTGGCTG
GGAGGATCTCAGGCGCAACTAT
GGATTGAGGTTGCTCTGTTCTGG
TCGGGACGCGCAGTTCCTTG
ACCTCGGACCCCCGCTTTGT
CACTGACTACCTCTGGACCATC
TTTCCTCGTCGGCTTGCTCTGT
TGGACGCCACTCTGCCTGGA
GCGTTGCTTAGGAAACTCCTGG
CTCAAGTGCCACATCCCAGATC
GGAGCAACAGAGATCGAAGCTG
GAGGTTTACCCTCGGAAGCTCA
ACCAGATGGAACTGTGGGCTGA
AGGGTTTGAGCAGCTTGCTGTG
CGTGGTCCAGGTCCGTGGGA
GTGGCCTACCGCCCAGCAAG
GCAATGGTCAGCCAGCATCCTT
AGTCGAGCCCTAGCTCCCGC
CGTTATCGTCGCCTGGCGCT
CCCGAGTTTCTCTGTGAAGG
TTACAGCGCAGTCTTACCGA
GAATGGAGGTAGGTGCGAAG
TTTAGGGTCGTCTTGGCAAC
CTCAGCATGATGGACTTGGA
CTAGCATTCAGGCCCTCATC
CAGACGATGCCGTGTGCCGA
CCTCGCTTACAAACTCCTGGTG
TCCCAGTGTCTCATCCATCA
CGTGCTAGCGCGGAACCTCA
GTGGTCCTTACCGTCATCTCTC
AGGGTCTGGGCCATAGAACT
GGTCTTTCTCGCTGAGTGCTAC
TGGATGAGCAGTGTGAACGGCT
CGAGACCATTGAAGTGACTTGCC
AGCTCCTCGGCTCACGCAGA
AAAGCACCCTGCAGTCATTC

Abkiirzungen: siehe Abkiirzungsverzeichnis
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Fir die Versuche der Zellkultur wurden primédre, frisch isolierte, murine
Tubulusepithelzellen verwendet. Fiir einige Versuche wurden zusitzlich wiederaufgetaute
primdre murine Mesangialzellen, Zelllinien (NIH3T3-Fibroblasten, MEF-Zellen (Mouse
Embryonic Fibroblasts) oder HEK-Zellen (Human Embryonic Kidney) verwendet.

Die Tubulusepithelien wurden aus C57BL6-Wildtyp-Méusen verschiedenen Alters
und Geschlechts isoliert. Die Tiere wurden mit einer Kurznarkose i.p. (Zusammensetzung:
Fentanyl 0,05mg/kg KG, Midazolam 5mg/kg KG) betdubt. Nach Fixierung auf einer
Styroporplatte wurden nacheinander Haut, Peritoneum und Thorax erdffnet und die Vena
cava inferior durchtrennt. Mithilfe des Butterfly-Systems mitsamt angeschlossener Spritze
wurde der linke Ventrikel an der Herzspitze punktiert und ausreichend DPBS injiziert, bis die
parenchymatdsen Organe anndhernd frei von Blut waren. Die Nieren wurden entnommen und
von ihrer diinnen Kapsel befreit. Nach sorgfiltiger Zerkleinerung mit dem Skalpell wurden
sie in ein Probengefdl mit Kollagenase (1mg/ml) fiir 30 Minuten inkubiert und verdaut.
AnschlieBend wurde der Inhalt des Gefdfes durch ein Sieb der Porengrofe 70pum in ein
grofles Falcon-Gefal3 gepresst. Das Falcon-Gefdl wurde 5 Minuten bei 1500rpm zentrifugiert,
dekantiert und das Pellet mit 2ml DPBS resuspendiert. Ein Falcon-Gefa3 der GroBie 15ml
wurde vorab mit 10ml 31% Percoll gefiillt. Die Gewebesuspension wurde vorsichtig auf die
Percoll-Sédule gegeben (schwimmt oben auf) und alles zusammen fiir 10 Minuten bei 3000rpm
zentrifugiert. Das Percoll dient hierbei zur Erzeugung eines Dichte-Gradienten [248]. Percoll
ist hierbei geeigneter als vergleichbare Substanzen, da es eine geringere Osmolalitit,
Viskositdt und Toxizitdt besitzt. Das Pellet am Boden des GefdBes wurde in ein frisches
GefaB transferiert und zweimal mit DPBS gewaschen (1200rpm, 5 Minuten). Nach der letzten

Zentrifugierung wurde das Pellet anstelle von DPBS mit Kulturmedium resuspendiert.

Die Zellen wurden in einem sterilen Inkubator bei 37°C und 5%CO,-Konzentration
kultiviert. Fiir Fibroblasten und HEK-Zellen eignete sich DMEM-Medium mit 10% FCS und
1% Penicillin/Streptomycin, die primdren murinen Tubuluszellen bendtigten weitere Zusétze:
Der Hormon-Mix wurde auf Basis von 50ml HBSS hergestellt, in welche 50mg ITSS, 1,56ng
PGE-1, 17ng T3, 900ng Hydrocortison zugegeben wurde. Zu 427ml DMEM-Medium wurden
50ml FCS, 5ml P/S, 12,5ml HEPES, 5ml Hormon-Mix und EGF (finale Konzentration
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25ng/ml) gegeben. Die Zellen wurden in 6-48-Well-Platten oder in Kulturflaschen der GroBen
25-150cm? kultiviert. Der Mediumwechsel fand nach Bedarf, jedoch nicht seltener als alle 3
Tage statt. Fiir eine bessere Anheftung der Tubuluszellen wurden einige Platten am Vortag
mit in DPBS verdiinntem Collagen Typ IV beschichtet (ca. 10pg/cm?). Sollte ein Transfer der

Zellen erfolgen, war dies nur bei unbeschichteten Platten mdglich.

Zum Splitten der Zellen wurde ein gingiges Protokoll unter Verwendung von
Trypsin/EDTA und mehreren Waschschritten angewendet. Vor Rekultivierung der Zellen
wurden die Zellen gezéhlt (Neubauer-Zellkammer). Das Einfrieren von Zellen begann analog
zum Splitten von Zellen, lediglich wurde das Pellet nach Zentrifugierung mit einer 10-
prozentigen DMSO-Lo6sung in FCS resuspendiert, in ein Cryo-Vial gegeben und rasch bei -

80°C eingefroren.

Fiir einige der Versuche wurden die Zellen vor oder wihrend des Experiments mit
Zytokinen, Chemokinen oder anderen Substanzen stimuliert. Die in der Materialliste
aufgefiihrten Chemokine waren in Aqua ad iniectabilia oder DMSO geldst Da sich DMSO
nur schlecht in wéssrigen Medien 16st, wurde es mit Medium vorgemischt. Die verwendeten
Konzentrationen richteten sich nach den vom Hersteller angegebenen ECsy (halbmaximale
Enzymgeschwindigkeit), nach Angaben in Literatur sowie eigenen Erfahrungen. Zytokine
wurden in Konzentrationen zwischen 0.01-100ng/ml getestet, Nutlin und Sulforaphan in

Konzentrationen zwischen 0.1-20uM.

2.2.2 Scratch Assay

Der scratch assay ist eine Methode zur Erfassung der Wundheilung in vitro, und
beinhaltet Proliferation und Migration [249]. Es wird die Wundheilung eines monolayers iiber
einen Zeitraum von 24 Stunden am Mikroskop beobachtet. Vorher wurden die Well-Platten
mit Markierungen versehen (Abb. 15-16). Zur Durchfiihrung wurden primdre TEC der
Passage 1 in 6- oder 12-Well Platten kultiviert. Die Kultur erfolgte hierbei unter 2- statt 10-
prozentigem FCS-Einfluss, um die Zellen weniger stark proliferieren zu lassen. Eventuelle
Stimulantien wurden mit einer Inkubationszeit von 4 Stunden vor dem scratch hinzugegeben.
Der scratch wurde mithilfe einer Iml-Pipettenspitze durchgefiihrt. Direkt nach Durchfithrung
des scratches wurden die Fotos fiir den Zeitpunkt ,,0 Stunden* gemacht. Sie dienten als
jeweilige Referenz. Danach wurden die Platten im Inkubator fiir 24 Stunden gelagert und nur
fiir die Fotoaufnahmen ,,8/12/16/18/22/24 Stunden* herausgenommen. Die Auswertung des

Assays erfolgte per Analyse der Wundgré8en am Computer. Hierzu wurde im Programm

54



Material und Methoden

Photoshop CS5 Extended ® unter dem Meniipunkt ,,Messung® fiir jedes einzelne Foto die
Wundgrofe bestimmt und in Relation zur Anfangsgrofle der Wunde gestellt (Abb. 17).

2.2.3 MTS-Proliferationsassay

Der Proliferationsassay ist eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung der Anzahl
proliferierender Zellen. Mit dem Kit von Promega® kann er direkt in der Kulturplatte
vorgenommen werden. Die Methode basiert auf der Reduktion eines Molekiils (MTS) durch
intrazellulires NADH/NADPH in einen farbigen Metaboliten (Formazan). Die Intensitdt der
Farbe im Kulturgefdl3 reprasentiert die Anzahl an proliferierenden Zellen und kann mithilfe
eines ELISA-Readers gemessen werden [250]. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden vor
Testbeginn in FCS-freien Medium gehalten. 15000 Zellen pro Well wurden mit 20pul
Testreagenz, und fakultativ einem Zytokin inkubiert. Nach 4 Stunden Inkubation bei 37°C

wurde die Absorption bei 490nm Wellenldnge im ELISA-Reader gemessen.

2.2.4 Quantifizierung des oxidativen Stresses mittels TBARS-Assay

Der TBARS-Assay erlaubt die Quantifizierung des Stoffes Malondialdehyd (MDA) aus
Organ-, Zell-, Plasma- oder Urinproben, welcher unter oxidativen Bedingungen verstarkt
gebildet wird. MDA ist ein Nebenprodukt bei der Entstehung von hochreaktiven Fettsdure-
Hydroperoxiden, welche durch reaktive Sauerstoffradikale getriggert ist. Der Assay macht
sich eine Reaktion zwischen MDA mit Thiobarbitalsdure (TBA) zunutze, welche im sauren
Milieu unter hohen Temperaturen (90-100°C) stattfindet. Die Konzentration des MDA-TBA-
Endprodukts ldsst sich unter Messung der Absorption bei 530-540nm kolorimetrisch

bestimmen.

2.2.5 Tierexperimente

Fir sidmtliche Tierexperiment wurden Wildtyp-Miuse des Stammes C57BL6
verwendet. Fiir die Isolation primérer Zellen wurden die Tiere im Alter zwischen 2 und 10
Wochen geopfert. Die Tierhaltung befand sich in einem von der Regierung von Oberbayern
gepriiften und abgenommenen Raum im Labortrakt. Die Méiuse waren einem Tag-Nacht-

Rhythmus von 12 Stunden ausgesetzt und hatten unbeschriankt Zugang zu frischem Wasser
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und Futter. In jedem der Kéfige vom Typ Makrolone IIR wurden maximal 5 Tiere
untergebracht. Den Tieren wurden nach Narkotisierung und zervikaler Dislokation beide
Nieren entnommen, Blut sowie Urin abgenommen. Das Nierenparenchym wurde je nach
Anforderung in RNAlater® zur RNA-Isolation, in Formaldehyd zur Histologie oder in

flissigem Stickstoff zur Proteinisolation gegeben.

2.2.6 Histologie

Zur immunhistochemischen Untersuchung von Zellen in Kultur wurden gekammerte
Objekttrager als Kulturschale verwendet (chamber slides). Hierbei wuchsen die Zellen direkt
auf dem spiteren Objekttrager. Die Zellen wurden in reinem Aceton bei 4°C fiir 10 Minuten
fixiert. Danach konnten die Objekttrager bei 4°C bis zur Farbung aufbewahrt werden. Fiir die
Untersuchung der frischen Tubuluszellisolate aus Méusen benutzten wir den sogenannten
cytospin. Hierbei wurden die Zellsuspensionen in einer speziellen Zentrifuge mithilfe einer
speziellen Vorrichtung auf die Objekttriager gepresst. Danach erfolge die Fixierung in Aceton

wie oben beschrieben.

Die in Formaldehyd eingelegte Histologie-Kassette wurde in einen Paraffin-Block
eingebettet. Mithilfe eines Mikrotoms wurden 2pm diinne Schnitte angefertigt. Fiir die
histologische Beurteilung der Nieren verwendeten wir danach die sog. periodic acid Schiff
(PAS) Férbung. Die Durchfiihrung der Féarbung erfolgte nach Herstellerangaben. Fiir
immunhistochemische Farbungen wurden die Schnitte nach der Entparaffinierung noch weiter
vorbereitet. Nacheinander wurden im Wechsel mit Waschschritten mit PBS oder Abkochen
noch H;O, (20 Minuten), Demaskierungslosung sowie Avidin und Biotin (jeweils 15
Minuten) auf die Objekttrager gegeben. Danach folgte die Inkubation mit dem

Primérantikorper.

2.2.7 Molekularbiologische Methoden

Die Isolation von RNA erfolgte entweder aus in RNAlater® gelagerten
Organsegmenten, oder aus Zellen der Zellkultur (Pure Link RNAmini® Kits von ambion).
Die Verwendung des RNA-Kits erfolgte nach Herstellerangaben. Zur Umschreibung der
RNA in cDNA wurden die Proben gemil3 ihrer RNA-Konzentration verdiinnt, sodass sich in

allen Proben die gleiche Menge an RNA befand (iiblicherweise 1 oder 2ug). Mit einer
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Mischung aus Pufferlosung (5X Fs Buffer 8ul), DTT (2ul), Desoxynukleotiden (ANTP 25mM
0,8ul), linearem Acrylamid (0,5ul), Hexanukleotiden (0,43ul), Wasser (ddH,O 6,4pul),
RNAase-Inhibitor (RNAsin 1ul) sowie dem Enzym Reverse Transkriptase (Superscript II
0,87ul) wurden die Proben bei 42°C fiir 90min umgeschrieben. Eine Inkubation fiir Smin bei
85°C stand am Schluss der Umschreibung. Fiir Negativ-Kontrollen wurde ein Mix ohne das

Reverse Transkriptase-Enzym hergestellt.

Zur Quantifizierung der Expression eines bestimmten Proteins wurde eine RT-PCR
durchgefiihrt. Wir verwendeten den Roche Light Cycler sowie ein Protokoll mit SYBRGreen
als Fluoreszenzmedium. Bei einem CT-Wert (cycle threshold) von iiber 35 wurde davon
ausgegangen, dass das jeweilige Gen nicht exprimiert wurde. Die verwendeten Primer mit
dazugehorigen Sequenzen sind im Material-Teil aufgelistet (siehe Abschnitt 2.1.8). Als
Kontroll-Gen (housekeeping gene) wurde 18S-Ribosomale RNA verwendet. Negative
Kontrollen wurden mittels Messung von ddH,O durchgefiihrt. Alle Versuche wurden nach

den MIQE-Richtlinien durchgefiihrt [251].

2.2.8 Immunologische Methoden

Durchflusszytometrie

Die Analyse der Proben wurde auf dem FACSCalibur®-Gerit sowie der CellQuest-
Software (beides Benson & Dicktinson Pharmingen, USA) durchgefiihrt. Wir verwendeten
die Durchflusszytometrie zur erweiterten Charakterisierung des frischen TECs. Neben
normalen Antikorpern verwendeten wir das ALDEFLOUR-Kit zur Suche nach Stammzellen.
Das Versuchs-Kit dient der Bestimmung derjenigen Zellfraktion, welche das zytosomale
Enzym Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) in groflen Mengen exprimieren [252]. Stamm-oder
Vorlduferzellen vieler Organe exprimieren diesen Enzym in groeren Mengen als
ausdifferenzierte Zellen [253, 254]. Das Kit basiert auf einem Substrat der ALDH, welches
durch enzymalen Umbau griin fluoreszierendes Licht im Bereich 520-540nm erzeugt
(Ausgangs-Substrat: BODIPY-Aminoacetaldehyddiethylacetal (BAAA-DA) - BODIPY-
Aminoacetat (BAA) ). Die Zellen werden mit dem Ausgangssubstrat fiir 30-60 Minuten bei
37°C inkubiert. Zur Negativkontrolle werden Sul DEAB (Diethylaminobenzylaldehyd)
hinzugefiigt, welches den Reaktionsschritt der ALDH hemmt. Nach Inkubation wird die

Fluoreszenz der Zellsuspensionen im Durchflusszytometer gemessen. ALDH-hochpositive
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Zellen erscheinen bei der Messung als eigene Zellpopulation, wenn man im Diagramm

Seitwirtsstreuung (side scatter) gegen Fluoreszenz auftragt.
Western Blot

Der Western Blot ist eine immunologische Methode zum semiquantitativen Nachweis
von Proteinen. Die Inhaltsstoffe der Pufferlésungen sind im Materialteil aufgelistet. Das
Polyacrylamid-Gel wurde in der Plexiglas-Kammer mit dem Puffer gemischt. Das gesamte
Gel (Sammel- und Trenngel) wurde iiber Nacht bei 4°C ausgehirtet. Die Proteinproben
wurden unter Zugabe eines Lade-Puffers (Laemmli buffer [255]) in einer Konzentration von
2pug/ul bei 95°C degradiert. 20ul des Proteingemischs wurden in die Aussparungen des
Sammelgels gebracht. Unter Anlagen von zundchst 60V fiir eine Stunde, sowie 140V fiir
weitere zwei Stunden durchliefen die Proteine das Gel. Danach wurde die Gel-Kammer
geoffnet und das Gel vorsichtig auf eine in Transfer-Puffer getrinkte Immobilon-P-Membran
gelegt. Durch Zusammendriicken und mittels Spannung (15V, 1 Stunde) wurden die Proteine
auf die Membran {ibertragen. Die Membran wurde anschlieBend in einprozentiger
Blockadelosung geblockt. Hiernach wurden die in TBS gelosten Primérantikérper auf die
Membran gegeben. Nach einem weiteren Waschschritt mit TBS wurde die Membran mit
Sekundirantikorper inkubiert. Hiernach wurde erneut mit TBS gewaschen. Unter Zugabe der
Detektionsreagenzien A und B wurde die durch die enzymatische Chemilumeszenzreaktion

(ECL) hervorgerufene Strahlung gemessen.

2.2.9 Statistische Analyse

Samtliche Ergebnisse zeigen das mittlere Ergebnis aus einer Reihe von unabhiangigen
Experimenten. Die Fehlerindikatoren geben Auskunft liber das Maf3 der statistischen Streuung.
Statistische Analysen (t-test, ANOVA) wurden mithilfe der Prism©-Software durchgefiihrt.
Als statistisch signifikant wurde ein Ergebnis ab einem p-Wert von p<0.05 angesehen

(weitere Abstufung: * = p<0.05; ** = p<0.01; *** = p<0.001).
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der primiaren Tubuluszellkultur

Nach der Isolation konnten wir die Tubulusfragmente morphologisch klar als solche
identifizieren. Die friithen aus den Fragmenten entstandenen Kolonien wiesen adhérente,
Kuboid-formige Epithelzellen auf. Nach mehreren Tagen entwickelte sich hieraus ein
Kopfsteinpflaster-artiger Epithel-Monolayer [256] (Abbildung 13). Um die Zellen weiter zu
charakterisieren, untersuchten wir sie mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie auf die
Expression typisch epithelialer und mesenchymaler Marker. In Abbildung 11A erkennt man
die deutliche Positivitdt der Zellen fiir epitheliale Marker wie E-Cadherin und Cytokeratin 7.
Mittels qRT-PCR untersuchten wir die Expression des Proteins FXYD2, einem
Ionenkanalprotein des distalen Tubulus (Abb. 11B). AbschlieBend lésst sich sagen, dass die
Methode die Isolation eines Zellgemischs aller Tubulusabschnitte und dem Sammelrohr
erlaubt. Wir wollten eine Verunreinigung der Kultur mit Fibroblasten oder anderen
mesenchymalen Zellen ausschlieBen. Unter Beriicksichtigung der Theorie, dass die Zellen
verschiedene Expressionsprofile zu verschiedenen Zeitpunkten aufweisen konnten, wurden
Proben verschiedener Zeitpunkte verwendet. Abbildung 12 zeigt die Expression des
mesenchymalen Markers Vimentin an Tag 2. An Tag 5 féarbt ein geringerer Anteil der Zellen
fir Vimentin positiv als an Tag 2. Die friithe Koexpression von Vimentin und E-Cadherin
(nicht gezeigt) lasst sich durch zwei Mechanismen erkldren. Erstens durch die Prdsenz von
Progenitorzellen, welche durch die Arbeit von Paola Romagnani charakterisiert und
beschrieben worden sind [205]. Diese Zellen und deren direkten Abkdmmlinge weisen einen
intermediate phenotype auf. Zweitens kommt es bei differenzierten Tubuluszellen zu einer
Dedifferenzierung nach akuter Schiadigung, um die Wundheilung durch {iberlebende Zellen
zu beschleunigen. Dieser Dedifferenzierung folgt eine unmittelbare Redifferenzierung nach
erfolgreicher Wundheilung, wie durch die Arbeiten von Humphreys und Bonventre gezeigt

[164, 257].
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Abbildung 11: Immunfluoreszenz-Mikroskopie und qRT-PCR der Tubuluszellen. A: Immunfluoreszenz-
Mikroskopie von konfluenten Tubulusepithelzellen an Tag 5 nach der Isolation. Sowohl das Zelladhédrenzprotein
E-Cadherin, als auch das Zytoskelettprotein Cytokeratin 7 werden in groler Menge von den Zellen exprimiert.
B: qRT-PCR fiir das Ionenkanalprotein FXYD2, welches vom distalen Tubulus exprimiert wird. Fibroblasten
(links) exprimieren das Protein iiberhaupt nicht, wohingegen die isolierten Tubuluszellen das Protein in groferer
Menge exprimieren.

Dayz--
l)ays---

DAPI Vimentin Merge

Abbildung 12: Reinheit der Tubluszellkultur. Farbung fiir Vimentin und DAPI, die DAPI-Farbung lasst die
Zellkerne aller Zellen blau erscheinen. Im fusionierten Bild rechts zeigt sich eine anndhernd Vimentin-freie,
reine Zellkultur von TEC. Day 2: Es zeigt sich eine schwache Expression des mesenchymalen Markers Vimentin
in allen frischen Kolonien. Vergr. 800x. Day S: Das schwache Vimentin-Signal aller Zellen ist nicht mehr
nachweisbar, die Zellen exprimieren nur noch epitheliale Marker (vgl. Abb. 11). Einzelne Fibroblasten haben
sich zwischen den Tubuluszellen etabliert. Verg. 400x.
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Abbildung 13: Frisch isolierte Tubulussegmente und Kolonien. A: Phasenkontrast-Mikroskopie frischer
isolierter Tubulusfragmente in 10- und 40-facher VergroBerung. B: Phasenkontrast-Mikroskopie einer neu
herangewachsenen Kolonie von Tubulusepithelzellen am Tag 2 in 2 VergroBerungen. Im Zentrum ein
Tubulusfragment, aus dem die Kolonie hervorgegangen ist.

3.2 Die Isolation der Zellen imitiert akute Schidigung

Das Herausnehmen, die Zerkleinerung und das Sieben der verdauten Organe filihren
iber mehrere Stunden hinweg zu einer Zunahme des oxidativen, ischdmischen und
mechanischen Stresses, dem die Tubuluszellen ausgesetzt sind. Nur manche der Fragmente
schaffen es in Kultur, sich an der Platte anzuhaften und neue Kolonien von Tubuluszellen zu
griinden (vgl. Abbildung 13). Fragmente und Zellen, welche sich auch nach 48 Stunden noch
nicht an die Platte angehaftet hatten, wurden mehrmals in einer neuen Platte erneut
ausplattiert, jedoch ohne Erfolg. Es ist anzunechmen, dass alle dieser Zellen die
Isolationsprozedur nicht iiberstanden hatten. Grund dafiir ist die signifikante Zunahme des
oxidativen Stresses wihrend der Isolation, wie in Abbildung 14A gezeigt. Die
verhdltnismaBig kleine absolute Verdnderung der MDA-Konzentration in unserem TBARS-
Experiment spiegelt nicht das Mall der biologischen Folgen fiir die Zellen durch diese
Veranderung wieder. Die Zunahme der reaktiven Sauerstoffradikale fiihrt dazu, dass die
Abwehrmechanismen der Zellen vollstindig ausgelastet sind. Die zusitzliche Belastung durch

die Kollagenase-Verdauung sowie der mechanischen Reizung beim Sieben fithren zum Tod
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der Zellen. MDA selbst, in unserem Assay nur als Surrogatparameter flir das Ausmal} des
oxidativen Stresses verwendet, ist ein toxischer Metabolit fiir die Zellen. Er fordert die
Entstehung sogenannter advanced lipoxidation end-products (ALE), welche die Zellen an
zusétzlich schiadigen [124] Daher reicht eine kleine Verdnderung der MDA-Konzentration

aus, um fatale Konsequenzen fiir die Zellen hervorzurufen.

Diejenigen Zellen, welche die Prozedur iiberleben, bilden anschlieBend durch rasche
Zellteilung und Migration einen Epithel-monolayer aus. Dieser Vorgang lasst sich in einem
Modell als Heilungsphase ansehen. Wir wollten herausfinden, ob neben den
ausdifferenzierten Tubuluszellen auch die Progenitorzellen eine Rolle spielen [205]. Diese
Zellen lassen sich durch eine starke Expression des Enzyms Aldehyd-Dehydrogenase
(ALDH) charakterisieren. Wir fiihrten ein Experiment zur Quantifizierung der ALDHgyjgh-
Zellpopulation durch. Die isolierten Tubuluszellen wurden hierzu mit dem ALDEFLUOR-
Assay im Durchflusszytometer analysiert. Wir konnten eine kleine Population dieser
ALDHgjgh-Zellen, rund 2%, unter den isolierten Tubuluszellen finden (Abbildung 14B). In
unserem neuen Modell fiir akute Tubulus-Schidigung und Heilung sind also neben den
iiberlebenden ausdifferenzierten Epithelzellen auch Vorlduferzellen an der Heilungsreaktion
beteiligt. Hohe ALDH-Aktivitdt macht die Vorlduferzellen zudem widerstandfahiger gegen
advanced lipoxidation products, da sie den Abbau von MDA beschleunigt.

Wir wollten herausfinden, ob sich aus dem Modell ein standardisierter Assay etablieren
lieBe. Wir verglichen Tubuluszellen von jeweils 2 und 8 Wochen alten Wildtyp C57BL6-
Maiusen. Wir vermuteten, dass junge Mause widerstandsfdhigere Zellen besdBBen und somit
eine hohere Uberlebensrate nach akuter Schidigung aufwiesen. Tubuluszellen der 2 Wochen
alten Miuse zeigten eine signifikant hohere Uberlebensrate nach akuter Schiidigung durch die
Isolation (Abbildung 14C). Wir vermuteten, dass eine groflere Progenitorzell-Population fiir
das bessere Uberleben verantwortlich sein kdnnte. Im ALDEFLUOR®-Assay mit 2 und 8
Wochen alten Maiusen zeigten die jlingeren Madause jedoch keine signifikant groBere
Population von Progenitorzellen (nicht gezeigt). Zusammentfassend lésst sich sagen, dass nur
ein geringer Prozentsatz von stressresistenten Tubuluszellen den erhdhten oxidativen,
mechanischen und ischdmischen Stress iiberlebt. Die Tubulusepithelzellen wachsen
anschlieBend aus sowohl iiberlebenden ausdifferenzierten Tubuluszellen, wie auch Tubulus-
Progenitorzellen wieder heran. Zellen, welche aufgrund ihres Alters oder ihres
Expressionsprofils eine erhohte Stressresistenz aufweisen, haben eine erhohte

Uberlebenschance nach akuter Schidigung.
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Abbildung 14: Entwicklung eines neuen Regenerationsassays fiir Tubulusepithelzellen. A: Quantifizierung
des oxidativen Stresses anhand des Surrogatparameters MDA-Konzentration. 5 Tage lang unter
Normalbedingungen kultivierte, primdre Tubuluszellen (Kontrolle) wurden verglichen mit frisch isolierten
Tubuluszellen (8 Wochen alte Wildtyp-Mause). Die Isolierung erhoht die MDA-Konzentration signifikant, was
einer Zunahme der ROS wéhrend der Isolation bedeutet (n=4, p<0.05). B: Suche nach ALDH-hochpositiven
Zellen (ALDHyp;gn) unter den isolierten Tubuli im Durchflusszytometer. Das Diagramm zeigt ein reprisentatives
Ergebnis aus einer Reihe von Experimenten (3 Maéuse). Das linke Diagramm zeigt das Ergebnis nach
ungehemmter Fluoreszenzreaktion, die Zellen im markierten Areal représentieren die ALDHy;y,-Population.
1,88% 0,55 der isolierten Tubuluszellen gehdren dieser Population an. Das rechte Diagramm zeigt eine
Negativ-Kontrolle unter Verwendung des ALDH-Inhibitors DEAB. C: Uberleben der Tubuluszellen nach akuter
Schidigung zum Zeitpunkt 48 Stunden (vgl. Methodenteil zur Erklarung der Auswertung). Verglichen wurden 2
Wochen alte Méduse mit 8 Wochen alten Mausen. Tubuluszellen aus 2 Wochen alten Miusen zeigen ein
signifikant besseres Uberleben im Vergleich mit Zellen aus #lteren Tieren (n=4, p<0.01).
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3.3 Etablierung eines fiir compound screening-geeigneten Assays

Nachdem wir die herkommliche Methode zur Isolation der primaren Tubuluszellen als
eine geeignete Simulation fiir akute Tubulusschiadigung identifizieren konnten, planten wir
die Etablierung eines Assays, mit dem sich groBe Reihentestungen durchfiihren liefen. Der
Regenerationsassay setzt sich wie folgt zusammen: 1. Schritt Zelliiberleben, 2. Schritt
Regeneratives Wachstum, sowie 3. Schritt scratch assay. An 4. Stelle des Modells stehen die
in vivo Versuche. Im Gegensatz zu anderen Methoden integriert der Regenerations-Assay die
Isolation primérer Zellen selbst in das Experiment. Hauptaufgabe war die Entwicklung eines
standardisierten Auswertungsverfahrens, um Uberleben und die anschlieBende Regeneration
messen zu konnen. Auch bei diesem Assay stand zu Beginn die Vorbereitung der

Kulturplatten (Abb. 16).

Die primdren Tubuluszellen wurden nach der beschriebenen Methode isoliert und eine
gleiche Anzahl von Tubulusfragmenten in jedes der Wells gegeben. In Gruppen a 4 Wells
wurden den Kulturmedien eine zu testende Substanz zugefiigt, was in Kombination mit den 4

Testfeldern pro Well eine Gruppengréfle von n=16 erlaubte. Beide Nieren wurden nach Ent-

7] x : ¥ S ) e
Abbildung 15 (oben links): Markierung der Platte un eine 6-
Well Platte mit VergroBerung eines der Wells. Die Markierungen sind in rot gehalten, der spéter zu erfolgende
scratch erfolgt senkrecht. Hieraus ergibt sich spdter eine Anzahl von 4 auszuwertenden Scratches pro Well:
jeweils der Abschnitt iiber sowie unter dem waagerechten roten Strich.
Abbildung 16 (oben rechts): Markierung der Platte fiir den In Vitro Regenerations-Assay Abgebildet ist
eine 24-Well-Platte. Auf die Unterseite jedes Wells wurden mithilfe einer Schablone 4 Quadrate gezeichnet. Der
Innendurchmesser eines Quadrats entspricht genau der Grofe eines am Mikroskop aufgenommenen Fotos
Abbildung 17 (unten): Beispiel eines Scratch Assays. Phasen-Kontrast-Mikroskopie wahrend der
Auswertungsphase des Scratch Assay. Die rot markierte Flache entspricht der Restgrofle des Wundspalts. A: 12h.
B: 16h. C: 24h.
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fernung der Kapsel und vor der Zerkleinerung mit einer Prazisionswaage gewogen, um spater
auch bei unterschiedlich groen Méiusen eine standardisierte Verteilung der Tubulus-
Fragmente auf die Wells-Platten zu gewéihrleisten. Die Verteilung folgte hierbei einer auf
Erfahrungswerten beruhenden Verdiinnungstabelle. Eine konventionelle Zahlmethode, wie
zum Beispiel die Benutzung einer Neubauer-Zahlkammer, eignete sich fir das Zadhlen der

Tubulus-Fragmente aufgrund deren GroB3e nicht.

Teil 1: Zelliiberleben: Einige der TEC-Segmente hefteten sich bis 48 Stunden nach
Ausplattieren an die Platte an und formten Kolonien. Der GroBteil der Tubuli konnte aufgrund
zu groflen Schadens keine neuen Kolonien bilden. Das Zelliiberleben ergibt sich in unserem
Assay aus dem Verhiltnis zwischen der Anzahl der neu gebildeten Kolonien / Anzahl der
ausgesiten Tubulusfragmente zum Zeitpunkt 48 Stunden nach Ischdmie (Beginn der
Perfusion der Maus mit DPBS). Die Anzahl der Kolonien wurde anhand von digitalen Fotos
bestimmt, welche zum Zeitpunkt 48 Stunden unter dem Phasenkontrast-Mikroskop
aufgenommen wurden. Fiir jedes Well wurde der Durchschnitt aus 3 Fotos gebildet. (Abb. 18).

Abbildung 18 (oben): Auswertung des Uberlebens am Mikroskop. Phasenkontrast-Mikroskopie 48 Stunden
nach akuter Schadigung und Kultur. Auf der linken Seit sind 3 neue Kolonien sichtbar (z.B. Gruppe 1). Auf der
rechten Seit hingegen sind deutlich mehr Kolonien sichtbar zum gleichen Zeitpunkt (z.B. Gruppe 18), was fiir
ein verbessertes Uberleben spricht.

Abbildung 19 (unten): Auswertung der Regeneration am Mikroskop. Phasenkontras-Mikroskopie an Tag 5
nach Schédigung. Die rot schraffierte Fldche stellt die nicht bewucherte Flache dar. Gruppe A hat im Vergleich
zur Gruppe B ein geringeres regeneratives Wachstum gezeigt.
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Teil 2: Regeneratives Wachstum: Uber einen Zeitraum von 6 Tagen wurden im Abstand von
24 Stunden Digitalfotos von den 4 markierten Quadraten aufgenommen. Die Fotos wurden
am Computer mithilfe Photoshop® ausgewertet, indem die von Zellen bedeckte Flache des
Fotos ausgemessen wurde (entspricht exakt der Grof3e des Innendurchmessers der Quadrate).

Der erhaltene Absolutwert in Pixeln wurde in Prozent der Bildfliche umgewandelt (Abb. 19).

Teil 3: Scratch Assay: Durchfiihrung geméf der in Einleitung beschriebenen Methode.

3.4 Identifikation pro-regenerativer Molekiile im Screeningversuch

3.4.1Der Nrf2-Agonist Sulforaphan verbessert Uberleben und Regeneration

Die bisherigen Experimente sprechen dafiir, dass die ROS-Resistenz fiir das
Zelliiberleben essentiell ist (vgl. Abb. 14A; [126, 127, 132]). Wir konnten unsere Methode —
den Regenerationsassay in drei Stufen — zu einem zuverldssigen Assay etablieren, mit dem
sich Reihentestungen vieler Molekiile vornehmen lassen. Wie bereits in der Einleitung
beschrieben fehlen Moglichkeiten zur Behandlung der akuten Tubulusnekrose (ATN) nach
akutem Nierenversagen (ANV). Neben einer Reihe rekombinanter Wachstumsfaktoren und
Zytokinen wollten wir den Einfluss von Sulforaphan (SRF), einem Nrf2-Agonisten, auf die
Regeneration hin untersuchen (vgl. Einleitung). Ein weiterer Nrf2-Agonist, Bardoxolon, hatte
in einer Studie zur Behandlung des chronischen Nierenversagens Erfolge gezeigt [258],
gleichzeitig schienen die Auswirkungen einer Nrf2-Aktivierung nicht komplett erforscht
[259]. Sulforaphan stabilisiert die intrazellulire Aktivitit von Nrf2, indem es seinen Abbau
verhindert [260, 261]. Wir vermuteten, dass die mit SRF behandelten Zellen durch die
verbesserten ROS-Abwehrmechanismen einen Uberlebens- und Regenerationsvorteil nach
akuter Schidigung aufweisen. Sulforaphan verbesserte die Zahl adhérenter Tubuli zum
Zeitpunkt 48 Stunden bis zu 3,5-fach im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 20).
Keines der getesteten Zytokine und Chemokine konnte eine &hnliche Verbesserung
hervorrufen. In der zweiten Phase unseres Screening-Versuchs beobachteten wir die
regenerative Ausbreitung der Zellen. Konsistent zu den Ergebnissen im ersten Teil konnte
Sulforaphan auch die Regeneration signifikant verbessern, jedoch erst in hoherer Dosierung
(Abbildung 21 und 22). Die Behandlung der isolierten Tubuluszellen mit SRF fiihrte
zusammenfassend zu einer signifikanten Verbesserung des Uberlebens und der Regeneration

nach akuter Schiadigung.
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Uberlebende Tubuli nach 48h
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Abbildung 20: Sulforaphan im Regenerationsassay-Screeningexperiment. Von Wildtyp-Maiusen isolierte
primére Tubuluszellen wurden entweder mit H,O bzw. DMSO (Kontrolle), oder mit rekombinanten Zytokinen
bzw. Sulforaphan inkubiert. X-fache Verinderung des Uberlebens der Tubulusepithelzellen 48 Stunden nach
Schiidigung. Sulforaphan steigert das Uberleben rund 3,5-fach im Vergleich zur Kontrollgruppe. Kein anderer
getesteter Kandidat war zu einer dhnlichen Steigerung in der Lage (n=12,) SRF 2uM: p=0.07, Mittelwert mit
SEM.

67



Ergebnisse

Epithelialisierung an Tag 5
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Abbildung 21: Sulforaphan im Regenerationsassay-Screeningexperiment. Von Wildtyp-Maiusen isolierte
primére Tubuluszellen wurden entweder mit H,O bzw. DMSO (Kontrolle), oder mit rekombinanten Zytokinen
bzw. Sulforaphan inkubiert. Regenerative Ausbreitung als Parameter fiir die Heilung nach akuter Schidigung
zum Zeitpunkt Tag 5. Sulforaphan steigert die Regeneration der Tubulusepithelien in geringer Dosierung ohne
Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=16, p>0.05), Mittelwert mit SEM.
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Abbildung 22: Dosisabhéingige Wirkung von Sulforaphan im Regenerationsassay.

Oben: Beeinflussung des Zelliiberlebens und der regenerativen Ausbreitung. SRF kann Uberleben und
Regeneration der TEC bei einer Konzentration von 10uM bzw. 5uM signifikant verbessern (**=p<0.01,
***=p>(.001), Mittelwert mit SEM.

Unten: Sulforaphan im Scratch Assay. Primire Tubuluszellen von 8 Wochen alten C57BL6-Wildtyp-Méusen
wurden in 12-Well Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Die Stimulation mit verschiedenen Dosen von
Sulforaphan+DMSO / DMSO (Kontrolle) wurde 2 Stunden vor scratching begonnen, die Zellen befanden sich
zu diesem Zeitpunkt seit 24 Stunden in FCS-freiem Medium. AnschlieBend erfolgte die mechanische
Herbeifithrung einer Wunde. Sulforaphan beschleunigt die Wundheilung signifikant (bis zu 1,6-fach) in
dosisabhingiger Weise. n=12, p<0.001 bzw. p<0.05.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse aus den ersten beiden Teilen fithrten wir als dritten
Teil den scratch assay durch. Er untersucht die Migration und Proliferation von Epithelzellen
nach Verletzung der konfluenten Zellen, fiir die epitheliale Wundheilung essentielle
Programme [150]. Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse des Scratch Assays mit Sulforaphan.
Sulforaphan beschleunigte die SchlieBung der Wunde in dosisabhéingiger Weise im Vergleich
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zur Kontrollgruppe. In Zusammenschau der Ergebnisse aus den ersten drei Teilen des
Regenerationsassays konnte durch Behandlung der Tubuluszellen mit Sulforaphan eine
Verbesserung des Uberlebens nach akuter Schidigung, der Regeneration sowie der

SchlieBung einer mechanisch herbeigefiihrten Wunde erzielt werden.

3.4.2 Der pro-regenerative Effekt von Sulforaphan ist MDM2-vermittelt

Die Funktionen des Transkriptionsfaktors Nrf2 wurden in der FEinleitung bereits
erldutert. Sulforaphan interagiert mit Nrf2, indem es die Bindung zu seinem natiirlichen
Inhibitor Keapl verhindert. Wir vermuteten, dass unter Verwendung von Sulforaphan in
unseren Experimenten die Expression der Phase-2-Enzyme ebenfalls erhoht ist. Wir isolierten
die RNA nach erfolgreicher Durchfithrung des scratch assay-Experiments. Die Expression
von sowohl Nrf2 selbst, als auch der getesteten Phase-2-Enzyme war nach Stimulation mit
Sulforaphan hochreguliert, wie in Abbildung 23A zu erkennen ist. Eine hohere Dosis
Sulforaphan ging ebenfalls mit einer stiarkeren Transskription der Enzyme einher. Daher ldsst
sich sagen, dass der Nrf2-Agonist Sulforaphan die Expression antioxidativer Faktoren in

Tubulusepithelzellen verstirkt, was sich positiv auf deren Widerstandsfahigkeit auswirkt.

Ein Zusammenhang zwischen Nrf2 und dem Zellzyklusregulator murine-double-
minute-2 (MDM?2) wurde bereits von You et al. beschrieben [262]. Unter anderem fordert
MDM?2 als E3-Ubiquitin-Ligase Zelliiberleben und Zellwachstum, indem es den
Tumorsuppressor p53 inaktiviert, der normalerweise fiir die Einleitung der Apoptose sorgt
[167, 263]. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass MDM?2 die Tubulus-Regeneration nach
postischdmischer, akuter Tubulusnekrose fordert [168]. Wir vermuteten einen Zusammenhang
zwischen der pro-regenerativen Wirkung von Sulforaphan in unseren Experimenten und
MDM2. Zunichst liberpriiften wir, ob die Expression von MDM2 durch die Stimulation mit
Sulforaphan gesteigert sein wiirde. Auch hier verwendeten wir fiir die RNA-Isolation die im
scratch assay verwendeten Tubuluszellen. MDM2-mRNA war nach Stimulation mit

Sulforaphan im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (Abbildung 23B).
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Abbildung 23: mRNA-Expression von Phase-2-Enzymen sowie MDM2 nach Sulforaphan-Stimulation.
Primdre Tubuluszellen wurden entweder mit DMSO (Kontrolle) oder Sulforaphan+DMSO stimuliert. Die
mRNA-Expression ist gezeigt als Verhiltnis zur 18S-Expression (housekeeping gene). n=12, p<0.01. A: mRNA-
Expression des Transkriptionsfaktors Nrf2 sowie einiger Phase-2-Enzyme zur Bekdmpfung reaktiver
Sauerstoffradikale. Die mRNA von Nrf2, Hédmoxigenase-1 und NAD(P)H-Dehydrogenase-1 ist signifikant
hochreguliert nach Sulforaphan-Stimulation. B: MDM2-mRNA-Expression nach Sulforaphan-Stimulation. Auch
MDM2 wird signifikant hochreguliert, was ein Hinweis auf Beteiligung an der Regeneration sein konnte.

Wir vermuteten, dass der proregenerative Effekt von SRF iiber MDM2 vermittelt wird.
Fiir die Bestitigung dieser Hypothese mussten wir iiberpriifen, ob sich der MDM?2-Effekt
durch Verwendung eines Inhibitors verhindern lieBe. Wir verwendeten den MDM2-Inhibitor
Nutlin-3a. Nutlin-3a gehort zur Familie der Nutline, einer Reihe von niedermolekularen
Substanzen (cis-Imidazoline), welche die Interaktion zwischen MDM?2 und p53 verhindern.
p53 wird so nicht mehr durch Ubiquitinierung zum Abbau markiert und {ibt seine pro-
apoptotische Wirkung aus. Die Ergebnisse der Verwendung von Nutlin-3a sind in Abbildung
24 dargestellt. Die Costimulation von Sulforaphan zusammen mit Nutlin-3a fiihrte zu einer
Egalisierung des positiven Sulforaphan-Effekts auf Uberleben und Regeneration der
Tubuluszellen nach der Isolation (Abbildung 24A und B). Im Vergleich zur Kontrollgruppe
waren Uberleben und regenerative Ausbreitung sogar leicht gesenkt. Daraus schlieBen wir,
dass die Aktivitit von MDM? fiir ein addquates Zelliiberleben und eine adédquate Proliferation
nach akuter Schadigung maligeblich entscheidend ist. Durch Sulforaphan-Stimulation unserer
priméren Tubuluszellen konnten wir eine Steigerung der MDM2-Expression erreichen, was

zu einer verbesserten Regeneration fiihrt.

AbschlieBend untersuchten wir das Zusammenspiel zwischen Nrf2 und MDM2 sowie

etwaige Auswirkungen einer MDM2-Blockade im scratch assay. Stimulation mit Nutlin-3a
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Abbildung 24: Regenerationsassay mit funktioneller Blockade von MDM2. A/B: Regenerationsassay mit
primdren murinen Tubulusepithelzellen. Co-Stimulation mit Sulforaphan und Nutlin-3a fithrt zu einer
Egalisierung des positiven Sulforaphan-Effekts auf Uberleben und Regeneration C: Primdre murine
Tubulusepithelzellen wurden in 12-Well-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Einer 24-stlindigen Fastperiode in
FCS-freien Medium folgte die Stimulation mit DMSO (Kontrolle), Sulforaphan, Nutlin-3a oder
Sulforaphan+Nutlin3a. Alleinige Stimulation der Zellen mit Nutlin-3a fithrt zu einer dramatischen
Verschlechterung der Wundheilungskapazitit, noch schlechter als die der Kontrollgruppe. Die darauffolgende
Co-Stimulation mit Sulforaphan und Nutlin-3a kann den negativen Nutlin-Effekt ausgleichen. Es kommt zu
einer signifikanten Beschleunigung der Wundheilung unter Sulforaphan alleine sowie bei Co-Stimulation mit
Nutlin-3a (verglichen mit Nutlin-3a alleine). n=12, p<<0.05/0.01/0.001 */*%*/**%*

alleine fiihrte zu einer drastischen Verlangsamung der Wundheilung gegeniiber der
Kontrollgruppe. Wir wollten wissen, ob eine Costimulation mit Sulforaphan diesen negativen
Effekt ausgleichen konnte. Die Costimulation der Tubuluszellen mit Nutlin-3a und SRF
fiihrte zu einem der Kontrolle vergleichbaren Wundheilungsgeschwindigkeit, vermutlich
aufgrund einer erhdhten Ausgangsexpression von MDM?2 und einer gesicherten MDM?2-

Restaktivitdt nach MDM2-Blockade (Abbildung 24C).

Zusammenfassend stellten wir fest, dass Sulforaphan die Expression und Aktivitit des

Transkriptionsfaktors Nrf2 steigert (Abb. 23). Die priméren Tubulusepithelzellen weisen eine
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erhohte Resistenz gegen oxidativen Stress auf. Im neu etablierten Regenerationsassay ist die
Zunahme des oxidativen Stresses einer der Hauptgriinde fiir die akute Schadigung der Zellen
(Abb. 14A). Mit Sulforaphan stimulierte Zellen weisen daher eine signifikant hohere
Uberlebensrate in Teil 1 des Assays auf (Abb. 20). Die Nrf2-Aktivierung nach Sulforaphan-
Stimulation fiihrt dariiber hinaus zu einer verstdrkten Expression des Zellzyklusregulators
MDM2. Die verstirkte MDM2-Aktivitdt sorgt in Teil 2 und 3 des Regenerationsassays zu
einer signifikant verbesserten Proliferations- und Wundheilungskapazitit der Epithelzellen

(Abb. 21 und 22).
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3.5 Screeningversuch zur Identifikation proregeneratorischer Interleukine

3.5.1 Interleukin-22 verbessert tubuliires Uberleben und Regeneration

Bei der Untersuchung des Zellzyklus-Regulators MDM?2 fillt auf, dass diesem Protein
eine weitaus komplexere Rolle zukommt als der Interaktion mit p53. Vergangene Arbeiten
konnten MDM2 eine Schliisselfunktion in der Regulierung zwischen Proliferation und
Entziindung zuschreiben [168]. Die proinflammatorische Wirkung von MDM?2 wird iiber
Bindung an den Transkriptionsfaktor NF-kappa-b gesteuert, welcher die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine vermittelt. Entziindung und regeneratives Wachstum sind nach
akuter epithelialer Schadigung unweigerlich miteinander verbunden [264]. Das Gleichgewicht
zwischen diesen beiden Milieus verschiebt sich im Laufe der Heilungsreaktion zunichst auf
die Seite der Entziindung und erst spéter in Richtung Proliferation und Regeneration [143,

237,242, 244].

Den Zellen des Immunsystems kommt bei der Heilungsreaktion eine zentrale Rolle zu
(vgl. Kapitel 1.3.3). Wir wollten herausfinden, ob es von Immunzellen sezernierte Zytokine
gibt, die in unserem Modell die tubulidre Regeneration fordern. Zu den immunologischen
Zytokinen gehoren die Interleukine. Einige der Interleukine wurden bereits auf deren
Eigenschaften bei der Heilungsreaktion untersucht, unter anderem Interleukin-22.
Interleukin-22 ist ein exklusiv von Leukozyten sezerniertes Zytokin und spielt eine wichtige
Rolle in der Signalvermittlung zwischen Immunsystem und peripherem Gewebe [265].
Interleukin-22 wird wéhrend der Entziindungsreaktion sezerniert und férdert die Regeneration
in mehreren Experimenten [265, 266]. Uber verschiedene Signalwege wirkt es pro-
proliferativ und anti-apoptotisch, kann aber auch durch Aktivierung pro-inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren die Entziindungsreaktion aufrechterhalten [267]. Wie MDM2 besitzt
es also pro-regenerative und pro-inflammatorische Eigenschaften und wirkt so regulierend auf

Entziindung und Heilungsreaktion.

Wir vermuteten, dass Interleukin-22 auch in unserem Regenerationsassay die tubulére
Regeneration in vitro fordert. Viele Interleukine sind strukturverwandt und wir testeten eine
moglichst groe Anzahl der Vertreter in einem zweiten Screeningversuch. Abbildungen 26
und 27 zeigen das Ergebnis der Teile 1 und 2 des Regenerationsassays. Die Stimulation der
Tubuluszellen mit Interleukin-22 bewirkte eine signifikante Verbesserung des Uberlebens

nach akuter Schiadigung im Vergleich zur Kontrollgruppe (mehr als 3-fach, Abb. 26A).
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Abbildung 25: Proliferationsassay unter Stimulation mit Interleukin-22 Primire murine
Tubulusepithelzellen von Wildtyp-Mausen wurden im FCS-freien Medium kultiviert. Es erfolgte entweder eine
Stimulation mit H,O (Kontrolle) oder mit rekombinanten Interleukin-22. Das Diagramm zeigt die mittlere
Absorption bei 492nm Wellenldnge +SEM. n=8, p<0.01.

Mehrere andere Vertreter der Interleukin-Familie, darunter Interleukin-10 als
strukturverwandtes Protein von Interleukin-22, bewirkten eine geringfiigigere Verbesserung
des Uberlebens. Auch im zweiten Teil des Assays konnte durch Stimulation mit Interleukin-
22 eine signifikante Verbesserung des regenerativen Wachstums erreicht werden (rund 2-fach,
Abb. 26B). Die Steigerung der Proliferation war dosisabhidngig (Abb. 27A). Die pro-
proliferative Wirkung von Interleukin-6 bewirkte eine 1,8-fache Verstarkung der Proliferation,

eine bereits bekannte Wirkung von Interleukin-6 [268-270].

Um auszuschlieBen, dass das Uberleben im ersten Teil des Experiments den Ausgang
des zweiten Experiments vorbestimmt (,,besseres Uberleben fiihrt zu besserer Wundheilung®),
fiihrten wir einen zusétzlichen, unabhingigen Proliferationsassay durch. Wir verglichen die
Proliferationsrate von mit Interleukin-22 stimulierten priméren Tubuluszellen mit der einer
unbehandelten Kontrollgruppe. Interleukin-22 stimulierte die Proliferationsrate signifikant,
wie in Abbildung 25 zu erkennen ist. Unabhdngig von der Ausgangszahl {iberlebender
Tubuluszellen im Regenerationsassay fordert Interleukin-22 das regenerative Wachstum
signifikant. Die n-fache Verbesserung des regenerativen Wachstums aus Schritt 2 des Assays
lasst sich ebenfalls isoliert oder korrigiert betrachten, indem man den Quotient zwischen
Regeneration und Uberleben bildet (fold change Regeneration / fold change Uberleben; nicht
gezeigt). Dies dient der einfachen und schnellen Kontrolle der Aussagekraft einzelner

Ergebnisse im Vergleich.

Wir wollten Interleukin-22 nun auch im dritten Schritt des Regenerationsassay testen
um herauszufinden, ob Interleukin-22 auch die SchlieBung einer kiinstlich herbeigefiihrten
Wunde beschleunigt. Stimulation der primaren Tubuluszellen mit Interleukin-22 im Scratch
Assay bewirkte eine bis zu 2,5-fache Beschleunigung des Wundverschlusses (Abbildung 27).
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Abbildung 26: Screening mit Interleukinen im Regenerationsassay. Analog zum ersten Screeningversuch
wurden primédre Tubulusepithelzellen von Wildtyp-Méusen verwendet. Die Zellen wurden nach der Isolation
entweder mit H,O (Kontrolle) oder rekombinanten Interleukinen + H,O stimuliert. Die Auswertung erfolgte wie
im Methodenteil beschrieben. n=16, p<0.05/0.01/0.001 */**/**% A: Uberleben der Tubuluszellen 48 Stunden
nach akuter Schidigung. Die Stimulation mit Interleukin-22 fiihrte zu einer signifikanten, mehr als 3-fachen
Verbesserung des Zelliiberlebens im Vergleich zur Kontrollgruppe. B: Regenerative Ausbreitung der Zellen 5
Tage nach Schiadigung. Auch hier konnte die Stimulation mit Interleukin-22 eine signifikante Verbesserung des
regenerativen Zellwachstums bewirken.
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Abbildung 27: Dosisabhiingige Wirukung von Interleukin-22 im Regenrationsassay.

A: Die Steigerung der Dosis von 2 auf 10ng/ml fiihrte zu einer beschleunigten, regenerativen Ausbreitung der
Zellen (oben rechts).

B: Scratch Assay mit Interleukin-22-Stimulation. Der Assay wurde wie bereits beschrieben durchgefiihrt. Es
erfolgte eine Stimulation mit entweder H,O (Kontrolle) oder rekombinanten Interleukin-22 + H20O in
unterschiedlicher Dosierung. Die Stimulation mit Interleukin-22 bewirkte eine bis zu 3,5-fach beschleunigte
Wundheilung. n=12, p<0.01.

3.5.2 Interleukin-22 vermittelt seine Effekte iiber mehrere Kinasen

Als von Leukozyten sezerniertes Zytokin vermittelt Interleukin-22 seine Effekte iiber
Transmembranrezeptoren an Zellen peripherer Organe. Der Rezeptor besteht aus einem
Dimer aus IL-22R und IL-10RB [271]. Um die Plausibilitit der oben gezeigten Ergebnisse zu

iiberpriifen, untersuchten wir die primaren murinen Tubulusepithelzellen auf die Expression
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Abbildung 28

A: mRNA-Expression der Interleukin-22-Rezeptoren. Wir isolierten Gesamt-RNA aus primiren murinen
Tubulusepithelzellen mehrerer Méuse. Das Diagramm zeigt die mRNA-Expression der jeweiligen Gene im
Verhiltnis zur 18S-mRNA-Expression. n=8, p<0.01.

B: Scratch Assay mit Interleukin-22-Signalweg-Inhibitoren. Primédre TEC wurden mit H,O / mit Interleukin-
22 / mit IL-22+JAKI-Inhibitor / mit IL-22+MEK-Inhibitor stimuliert. Das Diagramm zeigt die n-fache
Verdnderung der Geschwindigkeit des Wundverschlusses im Vergleich zur Kontrollgruppe. n=28, p<0.001.

C: Western Blot zur Analyse des Interleukin-22-Signalwegs. Primire Tubuluszellen wurden entweder mit
rekombinanten Interleukin-22 (links), oder mit Interleukin-22/MEK1/2-Inhibitor (rechts) stimuliert. Die
Isolation der Proteine erfolgte zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 45, 60 Minuten. Beta-Aktin als Kontrolle.

der beiden Rezeptoren, sowie auf die Expression der Rezeptoren fiir sdmtliche der oben
getesteten Zytokine und Wachstumsfaktoren. Abbildung 28A zeigt einen Auszug der
Ergebnisse der qRT-PCR (Gesamtiibersicht siche Anhang). Die Bindung an das Rezeptor-
Dimer fiihrt zur Aktivierung mehrerer Kinasen zur Signaltransduktion. Wihrend die Kinasen
MEK1/2 sowie ERK1/2 vor allem zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1
fiihren und zur Expression proproliferativer Gene, gibt es aullerdem den JAK-STATS3-
Signalweg, welcher die Expression antiapoptotischer und zellprotektiver Gene fordert. Neben

diesen Signalwegen werden weitere Kinasen und Transkriptionsfaktoren mit der Interleukin-
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22-Signalkaskade in Verbindung gebracht, ebenfalls im Zusammenhang mit einer
gesteigerten Proliferationsrate [272]. In mehreren Studien wurde die Rolle des STAT3-
Signalwegs nach IL-22-Stimulation fiir die Regeneration von Leber- und Darmepithelien

bereits untersucht [273-276].

Wir wollten herausfinden, iiber welchen der moglichen Signalwege Interleukin-22 in
unserem Modell Zelliiberleben und Regeneration fordert. Hierzu stimulierten wir die
Tubuluszellen entweder mit rekombinantem Interleukin-22, oder mit Interleukin-22 in
Kombination eines MEK1/2-Inhibitors. AnschlieBend fiihrten wir einen Western Blot zur
Quantifizierung der in den Signalwegen beteiligten Proteine durch. Die Interleukin-22-
Stimulation fiihrt zu einer Aktivierung von sowohl STAT3, als auch von ERK1/2 nach
wenigen Minuten (Abb. 28C). Die Costimulation mit einem MEK1/2-Inhibitor verlangsamt
die Aktivierung von STAT3 deutlich, verhindert jedoch nicht die Restaktivierung von STAT3
durch JAKI1 (Abb. 28C). Die Aktivierung der ERK1/2 bleibt nach Inaktivierung der MEK
vollig aus. Um die tatsdchliche Rolle von STAT3 und der ERK1/2 fiir die Proliferation der
Tubuluszellen zu untersuchen, fiihrten wir einen scratch assay unter Einsatz des MEK-
Inhibitors und eines JAK1-Inhibitors durch. Wir vermuteten, dass sich die Wundheilung nach
Einsatz der Inhibitoren verlangsamt. Die Inkubation mit dem JAKI1-Inhibitor fiihrt zu einer
leichten Verlangsamung der Wundheilungsgeschwindigkeit im Vergleich zur Interleukin-22-
Gruppe (Abb. 28B). Unter Einsatz des MEK1/2-Inhibitors kommt es zu einer drastischeren
Verlangsamung des Wundverschlusses, beinahe auf das Niveau der Kontrollgruppe. Der pro-
proliferative Effekt von IL-22 in unserem Assay ist demnach iiber die JAK/STAT3p-
Signalkaskade und die ERK1/2-Kinasen vermittelt.
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4 Diskussion

Die addquate Forderung epithelialer Wundheilung ist fiir den Funktionserhalt eines
Organs essenziell. Bislang ldsst sich durch Therapeutika nicht positiv in diesen von
verschiedenen Zelltypen regulierten Prozess eingreifen. Bei insuffizienter Wundheilung
entsteht ein Parenchymverlust, der durch fibrotisches Gewebe aufgefiillt wird. Dieser Teil der
Niere greift funktionell nicht mehr in die Aufgaben der Niere ein, sodass es zum irreversiblen
Funktionsverlust kommt. Fibrose ist ein zentrales Problem der heutigen Medizin und
verursacht grole Kosten fiir das Gesundheitssystem [277]. Herzinsuffizienz und
Rhythmusstorungen als Folge zunehmender Vernarbung bei koronarer Herzkrankheit ist fiir
rund 100000 Todesfélle pro Jahr in den USA verantwortlich [150]. In der Leber und Lunge
entsteht Fibrose hiufig nach Applikation toxischer Medikamente, im Fall von Bleomycin fiir
die Lungenfibrose konnte Nrf2 bereits einen Therapieerfolg in der Maus erzielen [278]. In der
Niere entsteht tubuldre Fibrose unter anderem durch chronische oder wiederholt auftretende
Minderperfusion mit partieller Wundheilung, wodurch sich das Konzept der chronic-on-acute
kidney failure erkldren ldsst. Dieses Konzept konnte unter anderem bei Kindern beobachtet
werden, welche friihkindliches oder fetales ANV entwickelt hatten [279]. Aus unseren
Studien ergeben sich mehrere Ansatzpunkte fiir eine mogliche gezielte Forderung der
tubuldren Regeneration: einerseits die Forderung der Widerstandsfahigkeit der Tubuluszellen,
andererseits die Forderung der Proliferation. Sulforaphan, als Nrf2-Agonist klassischerweise
fiir seine Forderung der ROS-Abwehr und somit der Widerstandsfahigkeit von Zellen bekannt,
zeigte in unseren Studien auch eine pro-proliferative Wirkung. Interleukin-22 konnte
versuchsweise in der Leber bereits erfolgreich eingesetzt werden, ist aber im nephrologischen
Zusammenhang weitestgehend unerforscht. Es stellen sich noch viele Fragen hinsichtlich der
Wirkungsweise der Therapeutika und mdéglicher unerwiinschter Nebenwirkungen. In welcher
Phase der ANS oder ATN sollten die Stoffe eingesetzt werden? Welche Signalwege werden
auBer den hier erforschten noch aktiviert? Einige dieser Aspekte sollen nachfolgend

angesprochen werden.

80



Diskussion

4.1 Verwendung immunologischer Signalstoffe in der ANS-Therapie

Die ANS ist eine hdufige Komplikation anderer Begleiterkrankungen, Operationen
oder generalisierten Entziindungsreaktionen, zum Beispiel eines S/RS [18, 20-23]. Bei ANS
nach Ischdmie stellt die ausreichende Fliissigkeitssubstitution zur Erhaltung eines hoch-
normalen Blutdrucks im Nierenparenchym eine Behandlungsmdoglichkeit dar. Das Ziel dieser
Therapie ist die Verhinderung weiteren Schadens, die Regeneration der Epithelzellen wird
nicht direkt beeinflusst. Bei ANS nach SIRS kommt es durch ausgedehnte systemische
Extravasate ebenfalls zur Hypoperfusion parenchymatdser Organe, zudem vermitteln die
signifikant erhohten Level von Entziindungsmediatoren eine systemische Immunreaktion. In
kiirzerer =~ Vergangenheit  wurde  zundchst auf  Studienbasis  versucht, die
Entziindungsmediatoren zu blockieren [280, 281]. Ob sich hieraus auch eine Verringerung der
Nierenschddigung erreichen liefle, ist nicht direkt belegt. In der Theorie konnten solche
Blockaden die initial schédliche, tiberschieBende Makrophagen- und Neutrophilen-vermittelte
Immunreaktion verhindern. Im Phasenmodell der Makropahgen [223] betrifft dies die erste
Phase. Die zweite Phase, in der das Immunsystem in die Proliferation von Epithelzellen und
fibrotischem Weichgewebe eingreift, bleibt durch solche Versuche unberiihrt. Die aktive
Forderung der tubuldren Regeneration stellt dementsprechend einen neuen Ansatz in der
Therapie der ANS dar. Unsere Versuche belegen Vorteile in vitro durch eine Therapie,
sowohl auf Ebene der freien Sauerstoff-Radikale (ROS) als auch mit immunologischen

Mediatoren wie 1L-22.

Die Immunotherapie ist in den vergangenen Jahren ein aufstrebendes
Forschungsgebiet. Durch die Produktion rekombinanter Mediatoren und spezifischer
Antikdrper durch Bakterien bieten sich neue Moglichkeiten. Auch auf dem Gebiet der
Nephrologie gibt es zahlreiche Studien, die sich der Immunotherapie bedienen [282]. Die
Studien beschéftigen sich vor allem mit der Reduktion von Nierenschdden im Rahmen
chronisch entziindlicher, rheumatischer Erkrankungen wie dem SLE, Vaskulitiden oder
Immun-Komplex-Glomerulonephritiden, die sich klinisch sowohl mit akutem als auch
chronischem Nierenversagen dullern konnen. Zur Vermeidung von AbstoBungsreaktionen,
welche sich entgegen der Vaskulitiden nicht im Glomerulus, sondern im Interstitium des
Nierenmarks abspielen, wurden ebenfalls Studien durchgefiihrt [282]. AbstoBungsreaktionen
rufen pathophysiologisch eine Tubulitis aus, was sich histologisch durch Immunzellen entlang

der tubuldren Basalmembran zeigt. Fiir die AbstoBungsreaktionen von Transplantatnieren
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muss zwischen hyperakuten, akuten und chronischen Reaktionen unterschieden werden.
Hyperakute Reaktionen werden durch praformierte Antikorper, also vor der Transplantation
existente Antikdrper hervorgerufen. Hier und bei den akuten Reaktionen kommt es zum Bild
einer ANS; bei den chronischen Reaktionen hingegen kommt es zu einer langsamen
Verschlechterung der Nierenfunktion. Die aktuell im Hinblick auf ANS durchgefiihrten
Immunotherapiestudien untersuchen lediglich das Ausmal3 des Tubulusschadens, nicht aber
die Regenerationsphase. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass das Immunsystem auch an
der Wundheilung, also der Regeneration aus iliberlebenden und Vorlauferzellen, maB3geblich
beteiligt 1st [143, 150, 237, 242-244]. Hier sind weitere Studien dringend notwendig, um die

Moglichkeiten einer Immunotherapie auszuschopfen.

Das Ziel dieser Arbeit war unter anderem, in einem neu etablierten in vitro-Modell zur
akuten Nierenschidigung und Regeneration potentielle Kandidaten fiir eine Férderung der
Regeneration nach ANS zu identifizieren. Im Gegensatz zu bisherigen in vitro-Modellen ist
die Isolationsmethode in unserem Assay integriert: sie imitiert die akute Schiadigungsphase
einer ATN in vitro. Dies bietet mehrere Vorteile: die primédren Zellen werden in Passage 0
verwendet und sind somit so nah an in vivo-Bedingungen wie nur moglich. Es entsteht keine
Verfilschung durch lange Kulturzeiten oder Passagen. Die Isolationsmethode versetzt die
Zellen nachweislich unter ROS-Stress, einem der Hauptfaktoren fiir ischdmisch-akute

Schidigung.

Da die Wirkungen der einzelnen Bestandteile des Immunsystems fiir die epitheliale
Wundheilung nicht ausreichend erforscht sind, testeten wir in unserem Screeningversuch
zahlreiche immunologische Mediatoren. Es stellte sich heraus, dass Interleukin-22 nicht nur
das Uberleben nach Ischimie verbesserte, sondern auch die Regeneration signifikant forderte.
Auch im Scratch-Assay und im Proliferations-Assay zeigte sich eine signifikante
Verbesserung von Proliferation und Migration. Geméal3 des neu entwickelten Versuchsmodells
(vgl. Abb. 30) bestand der néchste logische Schritt in der Durchfiihrung von in vivo
Versuchen mit IL-22. Diese Studien wurden im Anschluss an diese Arbeit durch Kulkarni et
al. durchgefiihrt. Zunéchst konnte durch Kulkarni et al. gezeigt werden, dass die Expression
von IL-22 nach ischdmischer ANS in der Niere gesteigert ist, was nahe legt, dass IL-22 eine
Rolle bei der Bewdltigung einer ischdmischen ANS spielt. Durch postischdmische Blockade
von IL-22 durch Antikérper wurde der Anteil gesunder Tubuli an Tag 5 signifikant reduziert,
was sowohl anhand histologischer Schnitte bestétigt wurde, als auch anhand erhdhter Spiegel

von Tubulus-Verletzungsmarkern (Kim-1, nGTP, aGTP und FABP) [283]. Nach IL-22-
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Blockade war die Expression weiterer Marker signifikant verdndert: die pro-
inflammatorischen Marker CCL2 und TNF-a waren erhoht, ebenso wie der profibrotische
Marker TGF-, welcher laut aktueller Meinung auch an der mesenchymalen Transformation
aus Tubulusepithelzellen beteiligt ist [176, 189, 195]. Die Ergebnisse von Kulkarni et al.
bestitigen soweit unsere Beobachtungen eines Uberlebens- und Heilungsvorteils aus dem in

vitro Versuch.

Als bekanntes immunologisches Zytokin und IL-10-Verwandter war anzunehmen,
dass IL-22 von einer Subgruppe von Immunzellen nach ischdmischer ANS ausgeschiittet wird.
Aber welche Zellen sind dafiir verantwortlich? Die Rolle der Makrophagen bei der
epithelialen Regeneration wurde bereits teilweise aufgedeckt, aber ist die IL-22-Produktion
ebenfalls Aufgabe der Makrophagen? Kulkarni et al. ist es gelungen, die verantwortlichen
Zellen zu identifizieren. Es sind interstitielle dendritische Zellen (DC), welche nach akuter
Schidigung das Zytokin produzieren. Diese Zellen, welche wiederum in eigene Unterklassen
eingeteilt sind, werden unter anderem durch das Oberflaichenmolekiil CD11c charakterisiert
[284]. Die Studien von Kulkarni et al. konnten nun die Rolle dieser DC im Kontext der
ischamischen ANS aufdecken. Dass sich ein Mangel an DC nach ANS negativ auf das
Outcome auswirkt wurde bereits von einer anderen Arbeitsgruppe im Vorfeld dieser Studien
gezeigt [243]. Der Grund fiir diesen Nachteil wurde jedoch nicht im Detail identifiziert.
Kulkarni et al. konnten beweisen, dass es der Mangel an IL-22 ist, der sich nach DC-
Depletion negativ auf die Tubuli auswirkt, indem sie nach Ausschaltung der DC endogenes
durch rekombinantes IL-22 ersetzten. So konnte der durch den DC-Mangel hervorgerufene
Nachteil ausgeglichen werden [243, 283, 285]. Die Aktivierung der sich im Interstitium
befindlichen DC findet in diesem Kontext iiber TLR4 statt, indem Fragmente von
nekrotischen Tubuluszellen erkannt werden. Die Rolle von TLR4 im Zusammenhang mit
ischimischer ANS wurde bereits frither untersucht [45, 46]. Nun steht fest, dass die
Expression von IL-22 direkt aktiviert wird, welches iiberlebenden Tubuluszellen zugute
kommt. Da auch in einem weiteren Modell die pro-regenerativen Eigenschaften von IL-22 fiir
epitheliale Zellen gezeigt werden konnten, spricht vieles dafiir, dass IL-22 ein potentieller

Kandidat zur Immuntherapie eines epithelialen Schadens nach Ischdamie ist [275, 286].

Wie Makrophagen gehoren auch die DC zur Gruppe des monozytiren
Phagozytensystems. Die bisherigen Studienergebnisse legen nahe, dass verschiedene
Phinotypen von Zellen dieses Systems in allen Phasen der epithelialen Wundheilung eine

wegweisende Rolle einnehmen. Die Makrophagen konnen durch alternierende Phédnotypen
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das Ausmal} der Fibroseentstehung entscheidend beeinflussen. Dies tun sie unter anderem
durch direkte Wirkung auf Epithelzellen, Myofibroblasten und Immunzellen. Die Wirkung
wird durch parakrine Effekte mit der Schaffung von Mikromilieus erreicht [143, 243]. Die
Dendritischen Zellen, bisher vorwiegend bekannt durch ihre Funktion als Antigen-
prasentierende Zellen und Vermittler zwischen innatem und adaptivem Immunsystem [142,
284], beteiligen sich direkt an der Schaffung eines Mikromilieus, indem sie IL-22 ins
benachbarte Tubulussystem ausschiitten. Dies stellt eine weitgehend neue Rolle der DC in der

Nierenpathologie dar [242, 287].

4.2 NF-E2-related factor 2 (Nrf2) als Regulator der Regeneration

Wir konnten zeigen, dass der Nrf2-Agonist Sulforaphan (SRF) zu einer signifikanten
Steigerung des Uberlebens nach akuter Ischiimie, sowie zu einer verbesserten Regeneration
der murinen Tubuluszellen fiihrt (vgl. Abb. 20-22). Sulforaphan ist bisher eher bekannt als
Phytotherapeutikum, welches aus Kohlarten wie Broccoli gewonnen werden kann. Bislang
konnte in mehreren Studien zur Behandlung von Gefédlerkrankungen ein positiver Effekt von
SRF gezeigt werden [288, 289]. Dariiber hinaus wird eine Beeinflussung der Epigenetik,
insbesondere der DNA-Methylierung durch SRF angenommen, was natiirliche Altersprozesse
aufhalten konnte [290]. Yoon et al. testeten SRF bereits im I/R ANS-Modell und konnten
einen Vorteil durch SRF-Therapie nachweisen [260]. Dieser wurde mit den hdheren Spiegeln
von ROS-bekdmpfenden Enzymen (Phase-II-Enzyme) begriindet. Durch die Bindung von
SRF an den natiirlichen Nrf2-Antagonisten KEAP1 verhindert es indirekt den Abbau von
Nrf2. Per Translokation zum Nukleus kann Nrf2 seine Funktion als Transkriptionsfaktor
ausiiben und die Expression von Phase-1I-Enzymen fordern. Durch die hoheren Spiegel von
Nrf2 konnen ROS besser bekdmpft und die Zelle vor Schadigungen auf DNA- und Protein-

Ebene geschiitzt werden.

Die Rationale zur Verwendung von SRF in unseren Experimenten ergab sich aus der
Vermutung, die TEC-Isolationsmethode miisse ein betridchtliches Ausmall an oxidativem
Stress freisetzen, da sie eine ischdamische ANS in vitro imitiert. Durch Nachweis von MDA
im TBARS-Assay (vgl. Abb. 14) wiesen wir die erhdhten Level von ROS nach. Dass

Sauerstoffradikale wihrend ischiamischer ANS entstehen und auch an dessen Fortschreiten
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beteiligt sind, wurde bereits in vivo nachgewiesen [291]. Dies unterstiitzt unsere These, dass

der neu entwickelte in vitro Assay die in vivo Bedingungen pathophysiologisch simuliert.

Auch fiir das chronische Nierenversagen wird angenommen, dass oxidativer Stress fiir
das Fortschreiten der Erkrankung mitverantwortlich ist [292-294]. Der liberwiegende Teil von
ROS wird in den Mitochondrien beim Durchlaufen der Atmungskette produziert [295]. Bei
normaler mitochondrialer Funktion werden die ROS weiterverarbeitet und teilweise
unschidlich gemacht. Yuan et al. konnten zeigen, dass EMT (epithelial-to-mesenchymal
transition) mit mitochondrialer Dysfunktion einhergeht [296]. EMT wiederum fiihrt zu
Fibrose und chronischem Nierenversagen. Weitere Studien konnten belegen, dass Nrf2 als
Schliisselfigur in der Abwehr von ROS den Verlauf von chronischen Nierenversagen
beeinflussen kann [297-300]. Yoh et al. untersuchten die Rolle von Nrf2 speziell im Hinblick
auf Diabetes-induziertes chronisches Nierenversagen [301]. Im Jahre 2011 verdffentlichte
Pergola et al. eine klinische Studie, in welcher der Nrf2-Agonist Bardoxolon zur Behandlung
von Diabetes-induziertem chronischen Nierenversagen getestet wurde [258, 302]. Dies
geschah auf dem Boden bereits vielversprechender Resultate in Phase II-Studien mit
Bardoxolon [258, 303]. Uber 2000 Patienten mit Diabetes mellitus Typ II und chronischen
Nierenversagen erhielten in dieser doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie entweder
Bardoxolon-Methyl oder ein Placebo. Die Studie wurde jedoch ein Jahr spiter aufgrund einer
Haufung todlicher Komplikationen in der Bardoxolon-Gruppe von der Monitoring-
Kommission beendet [259]. Die GFR, der Blutdruck und die albumine-to-creatinine-ratio im
Urin verbesserten sich durch die Therapie mit Bardoxolon jedoch erheblich. Vor dem
erneuten Einsatz mit Bardoxolon sind zunichst Studien am Tiermodell notwendig, um die

Vertraglichkeit der Therapie weiter zu verbessern.

Die von uns durchgefiihrten Studien gehen in mehreren Punkten weiter als die bislang
von Yoon et al. veroffentlichen Ergebnisse. Yoon et al. verwendeten in thren Experimenten
immortalisierte Zelllinien (HK2), deren Aussagekraft gegeniiber primédren Tubuluszellen
abgeschwicht ist. Dariiber hinaus evaluierten Yoon et al. das Ergebnis der SRF-Behandlung
an nur einem Zeitpunkt. Unser Regenerationsassay verwendet primédre murine Tubuluszellen
und der Behandlungserfolg wird an 2 Zeitpunkten ausgelesen (Uberleben Tag 2, Regeneration
Tag 5). So ist es moglich, die Rolle von Nrf2 und seinem Agonisten genauer zu untersuchen.
Die Ergdnzung des Assays um den Scratch Assay ermoglicht es, weitere Aussagen zur

Proliferation und Migration der Zellen zu treffen.
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Wir stellten uns die Frage, ob Nrf2 auch {iber andere Signalwege als der Induktion von
Phase-II-Enzymen wirkt. You et al. postulierten bereits eine Aktivierung von Murine double
minute 2 (MDM2) durch Nrf2 [262]. Zusammen mit den Phase-II-Enzymen iiberpriiften wir
die Expression von MDM?2 nach SRF-Stimulation (im Anschluss an den Scratch asssay). Die
Expression von MDM2 war signifikant erhoht. Per Inhibition der MDM2-Funktion konnten
wir zeigen, dass SRF seine proproliferativen Effekte iiber MDM?2 vermittelt (vgl. Abb. 23).
Erst kiirzlich wurde die Rolle von MDM2 beim I/R-Modell der ANS im Detail untersucht
[168]. Hierbei zeigte sich eine duale Rolle des Molekiils: in der Frithphase der ischdmischen
ANS agiert MDM2 proinflammatorisch und unterstiitzt die initiale, destruktive
Immunreaktion. In der spiteren Heilungsphase ist MDM2 wiederum essentiell fiir eine
ausreichende Proliferation der Zellen. Dass Entziindung und epitheliale Proliferation eng
miteinander verzahnt sind, ist bereits von Rakoff-Nahoum et al. eindrucksvoll dargestellt
worden. Die permanente, bakterielle Stimulation von 7oll-like-Rezeptoren auf intestinalen
Epithelzellen fiihrt zu vermehrter Proliferation der Zellen, die zur Verhinderung einer Sepsis
nach epithelialer Schiadigung beitrdgt [212]. Ebenso besitzen die Makrophagen die
Moglichkeit, durch Beeinflussung des Milieus das AusmalBl der Schidigung, sowie der
epithelialen und mesenchymalen Proliferation zu regulieren. Durch Induktion von MDM?2 ist
auch Sulforaphan in der Lage, in dieses komplexe System von epithelialer Wundheilung mit

einzugreifen.

Nrf2 wurde bereits in anderem Zusammenhang als der epithelialen Regeneration
untersucht. Mehrere Arbeiten belegen einen protektiven Effekt von Nrf2 hinsichtlich der
Entstehung bosartiger Tumoren [261, 304, 305]. Viele Karzinogene wirken als starkes
oxidatives Agens, und mittels einer Behandlung mit Nrf2-Agonisten konnte die Tumorgenese
vermindert werden. Nrf2-Induktion trdgt aber nicht nur zur Prdvention, sondern auch zur
Therapieresistenz von Tumorzellen bei. Tumorzellen miissen sich gegen ROS schiitzen, denn
Immunsystem und Chemotherapeutika wirken teilweise iiber die Induktion von ROS. Durch
Uberexpression von Nrf2 erreichen Tumorzellen einen gewissen Schutz vor Therapeutika und
Ischidmie, welche bei starkem Tumorwachstum ebenfalls in grolen Tumorarealen auftreten
kann [261, 306]. In einem Modell zur Untersuchung der Arteriosklerose konnten weitere
Rollen von Nrf2 aufgedeckt werden [132]. Erste Versuche konnten zeigen, dass Nrf2-
Aktivierung, welche unter anderem durch laminaren Blutfluss angeregt wird, neben einer
Bekdmpfung von ROS auch die Chemotaxis von Makrophagen durch Verringerung von
MCP-1 und VCAM-1 beeinflussen [132, 307-311]. Es wurde also angenommen, dass Nrf2-

Aktivierung hinsichtlich der Entstehung von Arteriosklerose protektiv wirkt, und zwar iiber
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eine Unterdriickung der Immunreaktion. In weiteren Versuchen fand man jedoch heraus, dass
eines der Schliisselproteine fiir die Cholesterinaufnahme in Makrophagen, CD36, direkt durch
Nrf2-Aktivitdt transkribiert wird [132]. Durch Cholesterinaufnahme entstehen zunichst
sogenannte Foam cells und infolgedessen auch arteriosklerotische Plaques. Hierdurch kommt
es neben einer Immunreaktion auch zur Abnahme des laminaren Blutflusses und
verminderten Aktivierung von Nrf2, sodass eine Art circulus vitiosus entsteht.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Nrf2 die Entstehung arteriosklerotischer Plaques

fordert, sofern erhohte Mengen von Cholesterin vorhanden sind.

Wir fanden heraus, dass die proliferative Wirkung von Nrf2 iiber eine Aktivierung des
Zellzyklus-Regulators MDM2 erfolgt. Durch Therapie mit SRF nach akuter Schidigung liefle
sich so die Proliferation iiberlebender Tubuluszellen steigern. Dass Nrf2 aber physiologisch
im Rahmen der epithelialen Heilung aktiviert wird, wurde in dieser Studie nicht untersucht
[132]. Braun et al. fanden heraus, dass Nrf2 die epitheliale Wundheilung beschleunigt [312,
313]. In einem Modell an Keratinozyten der Haut wurde beobachtet, dass Nrf2”-Miuse eine
verlangsamte Wundheilung gegeniiber der Kontrollgruppe zeigen mangels ausreichender
Matrixproduktion und Proliferation. Braun et al. fanden heraus, dass die physiologische Nrf2-
Aktivierung durch den Keratinocyte growth factor (KGF) erfolgt, welcher vermutlich in der
Lage ist, die Aktivitit von KEAP1 zu verringern [313]. In Geweben, die
physiologischerweise eine hohe epitheliale Proliferationsrate aufweisen (z.B. Gastrointestinal-
trakt), ist KGF verhédltnisméBig iiberexprimiert. Was aber passiert, wenn die Aktivierung von
Nrf2 nicht transient im Rahmen einer Wundheilung auftritt, sondern permanent? KEAP” -
Maiuse kamen bereits mit geringfligiger Hyperkeratose der Haut auf die Welt und verstarben
frithzeitig an gastrointestinalen Komplikationen, meist 6sophagealer Blockade [132]. Es ist
also davon auszugehen, dass eine permanente Aktivierung von Nrf2 zu Hyperproliferation
von Epithelien fiihrt, mdglicherweise iiber MDM?2 vermittelt. Hier sind dringend weitere
Studien notwendig, um die einzelnen Funktionen von Nrf2 auch im zeitlichen Verlauf besser
zu verstehen. Nicht zuletzt die Haufung von Todesfdllen bei Dauerbehandlung mit

Bardoxolon konnte durch ein erhohtes Risiko fiir kardiale Komplikationen verursacht sein.
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Abbildung 29: Nrf2-Aktivitit und davon abhiingige Verinderungen auf Zellebene. Bei geringer Nrf2-
Aktivitit droht die Schadigung durch ROS und somit auch Alterungsprozesse und Entartung. Bei zu hoher Nrf2-
Aktivitdt steigt die Proliferationsrate. Bei Langzeittherapie zur Nrf2-Aktivierung drohen Gefahren, u.a. Fibrose
und iiberschiefende Proliferation. Abbildung nach [132]

Nrf2 nimmt eine iiber die bislang angenommenen Funktionen hinausreichende
Vermittlerfunktion zwischen Entziindung, zelluldrem Schutz und Proliferation ein und ist
somit in der Lage, die epitheliale Wundheilung zu orchestrieren [132]. Bevor Sulforaphan am
Menschen zur Therapie der ATN und der ANS zum Einsatz kommen kann, miissen in vivo
Studien an der Maus vorgenommen werden. Hierbei gilt es auch zu testen, ob Sulforaphan
durch die gleichzeitige Induktion von MDM2 und ROS-bekdmpfenden Phase-II-Enzymen nur
zu bestimmten Zeitpunkten nach Schidigung eingesetzt werden sollte, um das Potential einer
neuartigen Therapie nach ANS optimal zu nutzen (vgl. auch Abb. 29). Angesichts des
mitogenen Potentials von Nrf2 ist es essentiell, dass die Nrf2-Aktivierung nach akuter
Schidigung kurz und prizise erfolgt. Ob ein natiirlich vorkommender Nrf2-Agonist wie
Sulforaphan eventuell besser vertrdglich ist als Bardoxolon, wird derzeit diskutiert, sodass

auch dieser Faktor bei zukiinftigen Studien berticksichtigt werden sollte [259].

4.3 Tubulire Progenitorzellen — wie agieren sie nach akuter Schadigung?

Noch bevor wir die Reihentestung von Zytokinen und Interleukinen an unseren
primdren Tubuluszellen durchfiihrten, testeten wir im Assay die Regenrationsfahigkeit junger

Maiuse gegeniiber dlterer (Abb. 14). Die 2-Wochen alten Miuse wiesen eine signifikant
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hohere Rate an tiberlebenden Zellen auf. Ob dieses Phanomen durch einen héheren Anteil von
Vorlduferzellen bedingt ist, oder ob die jlingeren Zellen verbesserte Mechanismen zur
Bekdampfung von ROS besitzen, konnte bislang nicht abschlieBend gekliart werden. Es
mangelt an zuverldssigen Markern fiir murine Progenitorzellen [200]. Der bei humanen
Progenitorzellen vermehrt exprimierte Marker ALDH1 konnte in unseren Versuchen unter

den Jungtieren nicht signifikant vermehrt nachgewiesen werden (vgl. Abb. 14).

Die Beantwortung der Frage, ob und inwieweit Tubulus-Progenitorzellen an der
Regeneration der Tubuli beteiligt sind, war nicht Gegenstand dieser Studie. Romagnani et al.
postulieren, dass vor allem residente Progenitorzellen an der Regeneration beteiligt sind [200].
Humphreys et al. widersprechen dieser These und erachten vor allem die liberlebenden Zellen
im Tubulus als prognostisch entscheidend [164]. Da eine gezielte Stammzelltherapie
realistisch gesehen noch in weiter Ferne liegt, zielte unsere Studie auf die direkte
Beeinflussung der Tubuluszellen ab: einerseits fanden wir eine Moglichkeit, die
Widerstandsfahigkeit der Zellen gegeniiber ROS mittels SRF-Therapie zu steigern,
andererseits konnten wir das regenerative Wachstum durch rekombinantes IL-22
beschleunigen. Noch ohne Wissen um die residenten Progenitorzellen versuchten mehrere
Arbeitsgruppen in den 90er Jahren, die Regeneration der Tubuli nach ischdmischer ANS zu
verbessern [314-316]. In Ratten wurde nach oder vor experimenteller ANS eine Therapie mit
IGF-I oder EGF durchgefiihrt und die Tiere auf Anstieg des Harnstoff-Spiegels sowie auf
histopathologische Verdanderungen untersucht. Die Studien belegen einen Vorteil der IGF-I-
und EGF-Therapie gegeniiber der Kontrollgruppe. Konsistent hierzu stellte eine prospektive
Studie zur Evaluation der IGF-I-Spiegel auf Intensivstationen einen Zusammenhang zwischen
niedrigen IGF-I-Spiegeln und hoher Mortalitdt fest [317]. In unseren Experimenten konnte
kein signifikanter (p=0,1223) Vorteil einer IGF-I-Therapie auf das Uberleben der primiren
Tubuluszellen gezeigt werden, das Uberleben konnte nur rund 1,3-fach gesteigert werden (vgl.
Abb. 20). Der positive Effekt konnte also bestitigt werden, jedoch nur als Tendenz. Hier sind
weitere Experimente mit groBeren Gruppen notwendig (hier: n=16), um eine signifikante

Verdnderung nachzuweisen.

Gemil unserer Screeningexperimente scheint es Stoffe zu geben, die ein groBeres
protektives und proregeneratorisches Potential besitzen, als IGF-I. Trotzdem ist IGF-I ein
interessanter Kandidat im Hinblick auf die aktuell gefiihrte Stammzelldebatte. Ein Studie aus
dem Jahr 2007 von Imberti et al. [318] fand heraus, dass IGF-I von mesenchymalen

Stammzellen produziert wird, die bis dato auch schon in in vivo Versuchen zur Behandlung
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der ANS eingesetzt wurden. Imberti et al. decken mit ihrer Studie den Mechanismus auf, der
die teils positiven Beobachtungen erkldren konnte: Mesenchymale Stammzellen (MSC),
welche nach ANS Mausen appliziert werden, konnten durch parakrine Ausschiittung von
IGF-I die tiberlebenden Tubuluszellen stimulieren. Ob es noch weitere Quellen von IGF-I bei
ANS gibt, ob das IGF-I auch in relevanten Mengen in die Blutbahn ausgeschwemmt wird und
die Beobachtungen von Guimaraes et al. [317] erklédrt, wurde bislang nicht untersucht. Es
kann aber sein, dass den Stammzellen neben ihren von Haus aus regeneratorischem Potential
eine zusdtzliche, den dendritischen Zellen &hnliche Rolle bei der Regeneration des

Tubulusepithels zukommt.
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4.4 Stirken und Grenzen des methodischen Ansatzes

Die Mechanismen, welche die epitheliale Wundheilung der Tubuluszellen nach akuter
Schidigung beeinflussen, werden aktuell kontrovers diskutiert. Bislang ist kein Medikament
zur gezielten Forderung epithelialer Regeneration nach akutem Nierenversagen zugelassen.
Wir nahmen an, es miisse lokal oder systemisch freigesetzte Molekiile und Signalstoffe geben,
welche Uberleben und Regeneration tubulirer Epithelzellen verbessern kdnnen. Lisst sich ein
zuverldssiges Testsystem etablieren, um solche Signalstoffe zu identifizieren? Ziel dieser
Arbeit war es herauszufinden, ob sich potentielle Kandidaten in einem Reihensystem testen
lassen, ob es fiir die tubuldre Regeneration forderliche Molekiile gibt und auf welcher

molekularen Ebene diese Signalstoffe wirken.

Bei der Isolation primédrer Zellen beobachteten wir, dass die Isolationsmethode die
ischdmische Schiadigung bei ANS imitiert. Zunéchst priiften wir, ob sich das Mal3 der
Regeneration messen und standardisieren lieBe. Hierzu fiihrten wir Versuche mit erwachsenen
C57BL6 Mausen durch. Danach verglichen wir die Regeneration verschieden alter Mause (2
Wochen alt versus 8 Wochen alt) und bemerkten einen dramatischen Vorteil der Zellen junger

Mause gegeniiber den élteren (vgl. Abb. 14).

In den nachfolgenden Experimenten mit insgesamt iiber 50 Zytokinen, Interleukinen
und niedermolekularen Substanzen konnten wir zeigen, dass der Assay fiir high throughput
Screeningexperimente geeignet ist. Die Auswertung ldsst sich mittels Fremdsoftware auch
teilweise automatisieren (nicht gezeigt). Die im ersten Schritt des Assays gezeigten
Ergebnisse konnten konsistent in den nachfolgenden Schritten bestitigt werden. Damit steht
uns der Assay als zuverldssiges und kostensparendes Tool zur Verfiigung, bevor man

aufwendige in vivo Experimente durchfiihrt (Abbildung 30).

Unsere Ergebnisse stiitzen sich allein auf die Beobachtungen der Zellkultur. Die hier
gesammelten Erfahrungen lassen sich nicht unbedingt eins zu eins in in vivo Modelle
iibertragen, sie dienen unter anderem dazu, die Kosteneffizienz von zukiinftigen in vivo
Versuchen zu steigern. Wir verwendeten zwar primdre murine Zellen und nicht
immortalisierte Zelllinien, sodass wir von einem in vivo-nahen Phéno- und Genotyp ausgehen
konnen. Zellen in Kultur reagieren auf verschiedene Reize moglicherweise anders, als es im
Organ belassene Zellen tun wiirden. Ein wesentliches Manko der Zellkultur ist die fehlende

Cokultur mit anderen Zelltypen. Diverse Studien haben aber belegt, dass gerade Zellen wie

91



Diskussion

z.B. dendritische Zellen, Makrophagen oder Myofibroblasten Einfluss auf die Reparatur nach
akuter Schidigung nehmen. Diese Bedingungen sind in vitro - wenn iiberhaupt - nur schwer
nachzuahmen. Zytokine, die auf interstitielle Zellen wirken und so Einflussnahme auf die
Regenration der Tubuli auswirken konnen durch unseren Ansatz ebenfalls nicht erkannt
werden. Auch ist nicht gesichert, dass i.v.-applizierte Zytokine oder andere Molekiile auch
wirklich zu den Tubuluszellen gelangen, und nicht durch die Leber beispielsweise eliminiert
werden. Diese Kontrolle der Konzentrationen im Medium ist in vitro einfacher zu
bewerkstelligen. So ist nicht gesichert, dass die Versuche in vivo mit identischen Ergebnissen
reproduziert werden. Im Falle von IL-22 ist dies erfreulicherweise gegliickt, Kulkarni et al.
konnten dhnlich vielversprechende Beobachtungen in vivo wie in vitro machen. Ungeklart ist
in Zukunft auch, wie sich die mogliche Therapie mit solchen Botenstoffen auf den
Gesamtorganismus auswirkt. Die Hiufung von Zwischenfdllen in Phase-III Bardoxolon-
Studien lassen vermuten, dass das Nebenwirkungspotential vielféltiger ist, als zunéchst in
Phase-1 und Phase-II Studien erwartet wurde. Wir vermuten auch, dass ROS physiologisch
eine weitaus wichtigere Funktion fiir die Homoostase ausiibt, als bisher angenommen. Die in
unseren Studien gepriiften Kandidaten sind dementsprechend auf alle ithre Wirkungen auf
verschiedene Signalwege zu untersuchen, bevor sie in klinischen Studien eingesetzt werden.
Geht man bei der ANS-Therapie jedoch von einem kiirzeren Therapieintervall als bei CKD-

Therapie aus, so besteht die Chance, dass die Toxizitdt der Behandlung weniger ins Gewicht
fallt.

Schritt 1

Uberleben Zellliberleben 48h nach akuter Schadigung
Schritt 2

Regeneration Reepithelialisierung an Tag 5

Schritt 3

Wundheilung Scratch Assay

Schritt 4 Ubereinstimmende Ergebnisse in Schritt 1-3?
In Vivo-Modelle Fortfihrung der Experimente in vivo

Abbildung 30: Aufbau des Regenerations-Assay in einzelnen Schritten. Die Isolation der TEC imitiert die
akute Tubulusnekrose durch Ischimie und oxidativen Stress. Uberleben wird nach 48h, Regeneration nach 5
Tagen per standardisierter Methode ausgewertet. Die primdren Zellen werden nach Ausbildung eines
Monolayers im Scratch Assay weiterverwendet. Bei konsistenten Ergebnissen kann zu in vivo Versuchen oder
weiterfiihrender molekularer Untersuchung iibergegangen werden. Der Assay ist durch seinen einfachen Aufbau
auch fiir grole Screening-Experimente geeignet.
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5 Zusammenfassung

Die Regeneration nach akutem Tubulusschaden geschieht teilweise aus iiberlebenden
Tubuluszellen, teilweise aus tubuldren Progenitorzellen. Unzureichende Proliferation und
Migration der Tubuluszellen nach ANS resultiert langfristig in Fibrose und renalem
Funktionsverlust. Die Mechanismen der Reparatur werden zunehmend besser verstanden,
jedoch existieren keine Therapeutika, um die Regeneration nach ANS zu verbessern.
Angesichts der Haufigkeit des Krankheitsbildes besteht hier Handlungsbedarf. Tierstudien mit
Mausen sind ethisch bedenklich und teuer und bestehende in vitro Modelle verwenden meist
immortalisierte Zelllinien. Wir konnten einen neuen Assay entwickeln, der priméire, murine
Tubuluszellen mehrere Versuche durchlaufen ldsst und so die akute Tubulusschidigung in
vitro simuliert. Der Assay verwendet neuartige Auswertungsmethoden und erlaubt die

Reihentestung vieler verschiedener compounds zur Behandlung der akuten Tubulusnekrose.

Die Zellen von C57BL6-Méusen werden nach der Isolation in speziellem
Néahrmedium kultiviert und teilweise mit Therapiekandidaten inkubiert. Dabei wird per
Mikroskopie die Zahl neuer Kolonien (Uberleben) sowie die Reepithelialisierung
(Regeneration) untersucht. Nach Erreichen eines Monolayers wird ein Scratch Assay

durchgefiihrt (Wundheilung).

Wir konnten zeigen, dass oxidativer Stress eine der wesentlichen Ursachen fiir die
Zellschiadigung nach Isolation darstellt. Junge Maiuse (2 Wochen) scheinen
widerstandsfahigere Zellen zu besitzen als dltere Méuse, was deren im Vergleich vielfach
besseres Abschneiden in unserem Regenerationsassay erkldrt. In mehreren Screening-
versuchen konnten im Wesentlichen zwei Therapiekandidaten fiir die ATN identifiziert
werden: Sulforaphan (SRF) und Interleukin-22 (IL-22). Beide steigern signifikant das
regenerative Wachstum nach akuter Schiadigung. SRF als Nrf2-Agonist ist dariiber hinaus in
der Lage, die Widerstandsfdhigkeit der iiberlebenden Zellen zu steigern, indem Enzyme zur

Abwehr von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) induziert werden.

Unser Assay ermoglicht erstmals die Durchfilhrung von groBlen Screening-
Experimenten in vitro zur Behandlung der tubuldren Regeneration, indem die Isolation der
primédren Tubuluszellen die ATN simuliert. SRF induziert den Transkriptionsfaktor Nrf2,
welcher neben der ROS-Abwehr auch Entziindung und Proliferation der Zellen beeinflusst.
IL-22 ist ein Kandidat zur Behandlung der tubuldren Regeneration, welches in die Interaktion

zwischen DCs und Epithelzellen eingreift.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung
ALDH Aldehyddehydrogenase
ANS Akute Nierenschadigung
ANV Akutes Nierenversagen
ARE Antioxidant response element
ATF4 Activating transcription factor 4
ATN Akute Tubulusnekrose
CCL Chemokine ligand
CXCL Chemokine CXC ligand
CD Cluster of differentiation
CNC Cap 'n’Collar (Transkriptionsfaktorfamilie)
DAMP Danger- associated molecular patterns
DAPI (Farbung) 4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol (farbt DNA blau)
DC Dendritische Zellen
DEAB Diethylaminobenzylaldehyd
ECL Enzymatische Chemilumeszenzreaktion
EMT Epithelial-to-mesenchymal transition

FCS (syn. FBS)
FGF

FITC

GFR
HEK-Zellen
HGF

HO-1

L.p.

ICAM

IGF

IL

kD

Keapl

KG

Fetal calf serum

Fibroblast growth factor
Fluoresceinisothiocyanat

Glomerulére Filtrationsrate

Human embryonic kidney cells (Zelllinie)
Hepatocyte growth factor
Héamoxigenase 1

Intraperitoneal

Intercellular adhesion molecule
Insulin-like growth factor

Interleukin

Kilodalton (MaBleinheit fiir Proteingrof3e)
Kelch ECH associating protein 1
Korpergewicht
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m-/ p-/nl
MAP
MCP-1
MEF-Zellen
MTS
NADH / NADPH
NGF
NQOI1

OR

P/S
PPARYy
RANTES
ROS

rpm

RRT

s.C.

SIRT1
SIRS

SLE

TEC
TGFp
TNFa
uuo
VCAM

Muilli- / Mikro- / Nanoliter (analog: -Meter, ...)
Mean arterial pressure

Monocyte chemotactic protein-1

Mice embryonic fibroblasts (Zelllinie)
Tetrazolin-Metabolit flir den proliferation assay
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid / -Phosphat
Nerve growth factor
NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktase 1

Odds ratio
Penicillin-Streptomycin-Zellkulturzusatz
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
Reaktive Sauerstoffradikale

Rounds per minute

Renal replacement therapy

subcutan

Sirtuin / silent mating type information regulation 2 homolog
Severe inflammatory distress syndrome
Systemischer Lupus erythematodes
Tubulusepithelzelle

Transforming growth factor-beta

Tumor necrosis factor-alpha

Unilateral urethral obstruction

Vascular adhesion molecule
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12 Zusitzliche Abbildungen
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Abbildung 31: Gesamtiibersicht der qRT-PCR-Ergebnisse zum Nachweis der Rezeptor-Expression an den
primdren TEC
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