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Zusammenfassung

Frihgeborene sind aufgrund ihrer Lungenunreife haufig auf mechanische Beatmung
angewiesen'™. Wahrend diese Intervention lebensrettend sein kann, verursacht sie
gleichzeitig jedoch nicht nur pulmonale Schaden??, sondern geht u. a. auch mit einem erhéhten
Risiko fiir eine akute Nierenschadigung einher®™. Die zugrundeliegenden Mechanismen einer
beatmungsbedingten Nierenschadigung sind bisher allerdings weitgehend ungeklart. Daher
wurde in diesem Projekt der akute strukturelle und molekulare Effekt von postnataler
mechanischer Beatmung am Mausmodell untersucht. Da unsere Arbeitsgruppe zuvor bereits
zeigen konnte, dass die Aktivierung des Interleukin (IL)-6/STAT3Signalwegs mafgeblich an
der Entstehung einer postnatalen Hyperoxie-induzierten Nierenschadigung beteiligt ist'®, lag
unser Untersuchungsfokus auf der Klarung der Rolle von IL-6 als mdglichem

SchlUsselregulator fir ein akutes renales Schadigungsgeschehen.

Dazu wurden Wildtyp-Mause (Typ C57BL6N"%"'?) und homozygote l/6-Knockout-Mause (Typ
B6.129S2IL-6™°PJ1013) am fiinften Lebenstag vier bzw. acht Stunden lang mechanisch
beatmet (unbeatmete Tiere aus beiden Gruppen dienten als Kontrollen). AnschlieRend wurden
die Tiere zwecks Organentnahme euthanasiert und die Nieren fur molekularbiologische
Untersuchungen schock gefroren oder flr histomorphometrische Analysen in Paraffin

eingebettet.

Die Ergebnisse der Gen- und Proteinexpressionsmessungen zeigten post ventilationem eine
signifikante renale Aktivierung der IL-6/STAT3-Signalkaskade, sowie eine deutliche
Expressionssteigerung der ebenfalls proinflammatorischen Mediatoren //1b (inklusive seiner
downstream Effektoren) und Mcp1. Dieser ausgepragte Entzindungsprozess war mit einem

Expressionsanstieg von Ppargc1la wund Sirt1 (mitochondriale Marker), Cdkn1a
(Seneszenzmarker), sowie Serpine1 und Ctgf (Fibrosemarker) assoziiert. Zudem konnte eine
auffallige Veranderung der mRNA-Expression podozytarer Marker festgestellt werden.
Histomorphologisch zeigte sich in den beatmeten Tieren auf’erdem eine VergréRerung der
nephrogenen Zone im Verhaltnis zur Kortexgesamtflache. Der //6-Knockout konnte die

beschriebenen Beatmungseffekte zum Teil verhindern oder zumindest attenuieren.

Somit konnte gezeigt werden, dass eine postnatale mechanische Beatmung im neonatalen
Nierengewebe eine IL-6-vermittelte Entziindungsreaktion anstof3t und damit stérend in die
zelluldre und mitochondriale Homdostase eingreift. Die frihe Hochregulation profibrotischer
Mediatoren deutet dabei auf eine Uber die Akutphase hinausgehende, langfristige
Schadensinduktion hin. Entsprechend ergibt sich das Potenzial fur die Entwicklung
praventivtherapeutischer Interventionen, wobei die weiterflihrende Erforschung eines anti-IL-

6-basierten Ansatzes vielversprechend erscheint.
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1. Einleitung

Lange Zeit wurden akute Nierenschaden nach klinischer Erholung der Nierenfunktion als
vollstandig reversibel angesehen. Dieses Dogma gilt inzwischen jedoch als Uberholt, da
gezeigt werden konnte, dass Akutschaden das Risiko fur die Entwicklung einer chronischen

14—

Nierenerkrankung erhéhen'*"%. Ein Patientenkollektiv, das nachweislich ein erhdhtes Risiko

157

fur sowohl Acute Kidney Injuries (AKI) als auch die Entwicklung einer Chronic Kidney

Disease (CKD)? aufweist, sind Frilhgeborene?'2.

Der kausale Zusammenhang zwischen Geburtsunreife und assoziierten (fruhen) AKls auf der
einen, sowie der langfristigen Entstehung einer CKD auf der anderen Seite, kann unter dem
Begriff Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) zusammengefasst werden?*-
2’ Dieser beschreibt die Annahme, dass adverse Umweltbedingungen wéhrend einer
kritischen  (fruhen)  Entwicklungsperiode  einen  andauernden,  gewissermalien
.programmierenden“ Effekt auf den unreifen Organismus haben und langfristig fir die

Entwicklung chronischer Erkrankungen pradisponieren kdnnen2%-30,

Wegen dieses
Chronifizierungspotenzials sind die Identifikation nierenschadigender Stressoren und
zugrundeliegender Schadigungsmechanismen wahrend der Neonatalperiode entscheidend,
damit mogliche Strategien zur Pravention und / oder zielgerichteten Therapie entwickelt

werden konnen.

In diesem Sinne liegt der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der Untersuchung der lokalen
renalen Schadigungsmechanismen unter postnataler mechanischer Beatmung, da diese als
unabhangiger Risikofaktor fir das Auftreten einer neonatalen AKI gilt®. Basierend auf den
Erkenntnissen aus unserem Hyperoxie-basierten Vorgangerprojekt zur Entstehung neonataler
Nierenschaden'® (s. Abschnitt 1.4.2) soll dabei ein besonderes Augenmerk auf der Rolle von
Interleukin-6  (IL-6) liegen, um im Umkehrschluss den potenziellen Benefit einer

antikdrperbasierten Anti-IL-6-Therapie im vorliegenden Setting beurteilen zu kénnen.

1 Bei Erwachsenen kann bei Auftreten eines der folgenden Kriterien von einer Acute Kidney Injury (AKI) gesprochen
werden: Anstieg des Serumkreatininwerts um mindestens 0,3 mg/dl innerhalb von 48 h bzw. auf mindestens das
1,5-fache des Ausgangswerts innerhalb von sieben Tagen, und / oder neu auftretende Oligurie (< 0,5 ml/kg
Korpergewicht pro Stunde Uber mind. 6 Stunden)'. Bei Neugeborenen hingegen wird bereits ab einer
Urinproduktion von < 1 mi/kg Kérpergewicht pro Stunde (auch ohne messbaren Anstieg des Serumkreatinins) von
einer neonatalen AKI ausgegangen®.

2 Unter dem Oberbegriff Chronic Kidney Disease (CKD) werden abnormale strukturelle oder funktionelle
Nierenbefunde zusammengefasst, die mehr als drei Monate bestehen und sich negativ auf die Gesundheit eines
Patienten auswirken'®. Es wird eine Pravalenz von circa 9 % der globalen Gesamtbevélkerung angenommen, 2017
stand die CKD weltweit an zwdlfter Stelle der Todesursachen?.
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1.1 Nierenentwicklung und -aufbau

Bevor im Folgenden ein Uberblick Uber die bisher bekannten renalen Konsequenzen von
Frihgeburtlichkeit und mechanischer Beatmung gegeben wird, soll zwecks besseren
Verstandnisses zunachst eine kurze Rekapitulation der Entwicklung und des strukturellen

Aufbaus der Niere erfolgen.

1.1.1 Struktureller Aufbau der Niere

Die Niere ist ein paarig angelegtes Organ, dessen komplexer struktureller Aufbau in Abbildung
1 schematisch dargestellt ist. Das Nierenparenchym wird in Rinden- (Kortex renalis) und
Markregion (Medulla renalis) eingeteilt. Der Kortex verlauft subkapsular und zieht saulenférmig
in das Organinnere, dazwischen liegen pyramidenférmige Markabschnitte.

Die kleinste funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron, welches jeweils ein
Nierenkorperchen aus Glomerulus und umgebender Bowman-Kapsel (im Kortex) und die sich
daran anschlieenden Tubulusabschnitte bis hin zum Sammelrohr (im Mark) umfasst®'.
Als Glomerulus wird ein arterielles Kapillarknauel bezeichnet, dessen fenestriertes Endothel
einen FlUssigkeitsaustritt in den Raum zwischen GefalBwand und der umgebenden Bowman-
Membran ermdglicht, welche aus einem inneren und einem auf3eren Blatt besteht. Das innere
Blatt wird aus den sogenannten Podozyten gebildet, deren Ful¥fortsatze Uber tight junctions
eng miteinander verschrankt sind. Zwischen den Podozyten befindet sich aulRerdem ein
Schlitzdiaphragma. Es bildet gemeinsam mit dem Kapillarendothel, der glomerularen
Basalmembran und den Podozyten die Blut-Harn-Schranke, also den glomerularen
Filterapparat. Das gebildete Filtrat (der sogenannte Primarharn) tritt anschlieRend in das

Tubulussystem (iber®".

Cortex renalis Nephron

Medulla renalis VU Nierenkorperchen

Afferente

Basalmembran

Arteriole Bowman-Kapsel
‘ ; Schlitzdiaphragma
Tubulus-| | I\, Podozyt
system 1

Distaler

| Proximaler
‘ H Tubulus

' Tubulus

Endothelzelle
(fenestriert)

‘ Efferente I )
Sammelrohr L, Arteriole Parietale  Kapillare

Epithelzelle

Ureter

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Nierenaufbaus. Dargestellt sind ein makroskopischer
Nierenlangsschnitt mit Kortex- und Markabschnitten (links), sowie der schematische Aufbau eines
Nephrons, d. h. je ein Nierenkorperchen und anschlieRendes Tubulussystem bis hin zum Sammelrohr
(mittig). Der letzte Abbildungsabschnitt zeigt den mikroskopischen Aufbau des Nierenkdrperchens mit
glomerularer Kapillare und umgebender Bowman-Kapsel (rechts).
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Eine Schadigung des glomeruléaren Filtrationsapparates und insbesondere der Podozyten
kann mit der Entwicklung von Proteinurie, glomerulosklerotischen Veranderungen und
progredientem Nierenfunktionsverlust einhergehen®3, In diesem Zusammenhang sei jedoch
auch auf die erhebliche interindividuelle Varianz der zahlenmafRigen Nephronausstattung

hingewiesen*

%, In einer Publikation von Nyengaard und Bendtsen et al. wird beispielsweise
von minimal 331.000 und maximal 1.420.000 Nephronen pro Niere berichtet®. Dies ist insofern
klinisch relevant, als davon ausgegangen wird, dass Menschen mit einer geringen Ausstattung
an (funktionstlichtigen) Nephronen eine geringere renale ,Reservekapazitat aufweisen.
Dadurch sollen im Laufe des Lebens erworbene Nierenschadigungen schneller einen
messbaren Nierenfunktionsverlust bedingen als bei Menschen mit einer hoheren

Nephrongrundausstattung®’2® (s. Abschnitt 1.2.2.1).

1.1.2 Pranatale Entwicklung der Niere

Bevor die Niere jedoch Uberhaupt zum funktionsfahigen Ausscheidungsorgan heranreifen
kann, werden wahrend der pranatalen Entwicklung zunachst zwei transiente Organvorstufen
(Pro- und Mesonephros) gebildet, um anschlieRend wieder abgebaut und durch die

sogenannte Nachniere (Metanephros) ersetzt zu werden®*2 (s. Abb. 2).

— i % L Mesonephrischer Gang

i (1) Uberreste des ) #

4 Pronephros v — Metanephrogenes Blastem
11' Ureterknospe

‘ o 2M h

\ . L\ ' (2) Mesonephros 7/_&, Nierenbecken

i _ Leberin / Nierenkelch (Calix major)
Entwicklung Ureter

_— Nierenkelch (Calix minor)

L

"~ Nephrogener Strang V

~ Nierenbecken

Mesonephrischer Gang

Kloake _ Induziertes Mesenchym
\ S
- Metanephrogenes Blastem
Ureterknospe Intermedidres Mesoderm phreg
Vll‘f
ST ~ . aal

T
(3) Metanephros * Sammelrohr

Abbildung 2: Schematische Darstellung der stadienhaften pranatalen Nierenentwicklung.
[Modifiziert nach Moore et al. (2016)*3, Abbildungsgenehmigung erteilt durch Elsevier].

Grob zusammengefasst werden folgende Entwicklungsschritte vollzogen:
(i) Im fruhen Fetalstadium entspringt die sogenannte Vorniere (Pronephros) dem
intermediaren Mesoderm. Mesenchymale Zellen durchlaufen eine epitheliale

Transformation und formieren sich zu dem sogenannten pronephrischen Gang,
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(iif)

dessen distaler Anteil als einzige der genannten Strukturen bestehen bleibt und fortan
als mesonephrischer Gang bezeichnet wird. Dieser wachst nach kaudal, um spater
mit dem Sinus urogenitalis zu fusionieren*=2.

Wahrend seines Wachstums induziert der mesonephrische Gang zunachst die
Formation der Urniere (Mesonephros). Die entstandenen Tubuli und
Nephronvorlaufer degenerieren im Folgenden von kaudal nach kranial*'#2,
AnschlieRend differenziert der kaudale Abschnitt des intermediaren Mesenchyms
zum metanephrogenen Blastem. Aus dem mesonephrischen Gang entsteht die
Ureterknospe, die in das metanephrogene Blastem einwéchst**2. Es folgen mehrere
Zyklen dichotomer Verzweigungen der Ureterknospe, wodurch das zukinftige
Sammelrohrsystem der Niere, auch als Nachniere oder Metanephros bezeichnet,

entsteht*"*?,

Gleichzeitig bilden sich um die Knospenspitzen kappenartige Kondensate aus
induziertem Mesenchym, aus denen sich ihrerseits die Nephrone mit glomerularen
und tubuléren Anteilen entwickeln*'2. Durch ihre Fusion mit dem angrenzenden
Abschnitt der Ureterknospe entsteht ein kontinuierliches Lumen zwischen Nephronen

und Sammelrohrsystem*.

Die Nephronneubildung findet dabei jeweils in der auRersten Kortexschicht statt, die wahrend

dieser Periode als nephrogene Zone bezeichnet wird. Diese Zone wird im Entwicklungsverlauf

immer schmaler bis sie schlieBlich mit Ende der renalen Ausreifung ganzlich verschwindet®.

Konzeption Geburt
Mensch L ~
Reifgeboren 5.-36. SSW
Gestationsdauer 38 — 42 Wochen
Geburt
Mensch >
Friihgeboren 5. SSW bis | P60

Maus < >

Gestationsdauer z.B. 30 Wochen Geburt

E11 bis |P4

Gestationsdauer 19 Tage

|:| Pranatale Nephrogenese
D Postnatale Nephrogenese

SSW = Schwangerschaftswoche
E = Embryonaler Tag
P = Postnataler Tag

Abbildung 3: Gegeniiberstellung des zeitlichen Ablaufs der Nierenentwicklung bei Mensch (reif-

versus

friihgeboren) und Maus. [Modifiziet nach Cullen-McEwen et al. (2016)%,

Abbildungsgenehmigung erteilt durch Elsevier].
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Wie aus Abbildung 3 hervorgeht, vollzieht sich der Hauptanteil der Nephrogenese beim
Menschen im letzten Schwangerschaftsdrittel und endet physiologischerweise um die 36.
Schwangerschaftswoche (also pranatal)’’. Bei Mausen wiederum dauert die
Nephronneubildung Uber die ersten zwei bis vier postnatalen Lebenstage hinweg an*'“%. In
dieser Hinsicht bietet sich das Mausmodell zur Erforschung renaler Effekte von
Frihgeburtlichkeit an (s. translationale Chancen und Hindernisse, Abschnitt 4.4), da auch bei
Frihgeborenen eine Uber einen gewissen Zeitraum hinweg postnatal andauernde

Nephrogenese festgestellt werden konnte**=".

1.2 Friihgeburtlichkeit

Dass eine vorzeitige Geburt trotz dieser extrauterinen Fortfihrung der Nephrogenese negative
strukturelle und funktionelle Auswirkungen auf die Niere hat (s. Abschnitt 1.2.2), liegt zum
einen an dem intrinsischen Stress durch die plétzliche Transition von intra- nach extrauterin
und den einhergehenden funktionellen Anforderungen an das noch unreife Organ®°3. Zum
anderen sind Frihgeborene im Rahmen der neonatalmedizinischen Versorgung haufig auch
externen (u. a. iatrogenen) Stressoren ausgesetzt, die die Nieren zusatzlich belasten kénnen>-
% Da das individuelle AusmaR der Organunreife zudem mit der renalen Suszeptibilitat
gegenuber iatrogenen Schaden Kkorreliert, steigt mit abnehmendem Gestationsalter
entsprechend die Wahrscheinlichkeit einer postnatalen Nierenschadigung inklusive kurz- und

langfristiger gesundheitlicher Folgen®.

1.2.1 Definition und Epidemiologie von Friihgeburtlichkeit

Als Frihgeborene gelten laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) solche Kinder, die vor
Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche (SSW) geboren werden. Nach Gestationsalter
werden diese weiterhin in die Kategorien extrem (< 28 SSW), sehr (< 32 SSW) und moderat
friihgeboren (ab 32 SSW) eingeteilt®’. Den aktuellen Zahlen zufolge werden jahrlich bis zu 15
Millionen Kinder frihzeitig geboren, die Tendenz ist weiter steigend®®*®. Wahrend das
Uberleben — auch extrem Frilhgeborener — dank Verbesserung der neonatalmedizinischen
Versorgungsmoglichkeiten kontinuierlich ansteigt®®®?, bleibt die assoziierte Kurz- und
Langzeitmorbiditat allerdings hoch und stellt sowohl soziobkonomisch als auch privat eine
groRe Herausforderung dar®3. In Abbildung 4 werden einige haufige Akut- und Spétfolgen einer
Frihgeburtlichkeit tabellarisch aufgezeigt. Da eine ausfuhrliche Erlauterung des aktuellen
Wissensstands bezuglich moglicher gesundheitlicher Komplikationen jedoch jenseits des
Rahmens dieser Arbeit liegt, sei dazu auf entsprechende Ubersichtsarbeiten verwiesen®-°°.
Im Folgenden wird ausschlieBlich auf pulmonale und renale Konsequenzen einer

Geburtsunreife eingegangen werden.
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Akut Chronisch

* Krampfanfélle, Koma o Hor- und Sprachstérungen
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. ...
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* Actue Kidney Injuries o Chronic Kidney Disease
» Nekrotisierende Enterokolitis * Gl-Motilitatsstérungen
Gastrointestinaltrakt ... « Malabsorptionssyndrome
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* Hypoglykamie * Knochenstoffwechselstdrung
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Metabolismus ... (Adipositas, Fettstoffwechselstérung, DM Typ I1)
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Wachstum / Entwicklung « Verzogerung der motorischen Entwicklung

» Depression, Angststdrung
* Aufmerksamkeitsdefizitsyndrom
Psyche « Autismusspektrumstérungen
« Soziale Anpassungsstorungen

Abbildung 4: Exemplarische Auflistung von gesundheitlichen Akut- und Spatkomplikationen
nach Friihgeburtlichkeit. [Modifiziert nach Morniroli et al. (2023)%, Abbildungsgenehmigung per
CCLizenz: CC BY 4.0].

1.2.2 Renale Konsequenzen einer Frithgeburtlichkeit

Da die Nephrogenese zum groRten Teil wahrend des letzten Schwangerschaftstrimenons
stattfindet*’, kann es im Rahmen einer Friihgeburt zu einer Verlagerung der strukturellen
Nierenentwicklung von intra- nach extrauterin kommen.

Eine tubulare Unreife geht postnatal mit funktionellen Einschréankungen wie einer verminderten
Fahigkeit zur Urinkonzentration (Asthenurie) oder einer gestorten Sekretions- und
Resorptionssteuerung einher. Letzteres kann das vermehrte Auftreten extrazellularer
Flissigkeitsansammlungen (pulmonal bis hin zum Beatmungsbedarf), sowie metabolischer

Entgleisungen bedingen®. Zudem wurde bei Friihgeborenen trotz des nachweislichen

49,68

postnatalen Fortlaufens der Glomerulusneubildung ein bleibendes numerisches

t49—51

Nephrondefizit festgestell . Fur die vorhandenen Filtrationseinheiten wurden zudem eine

verminderte Podozytenzahl pro Glomerulus®®, eine kompensatorisch akzelerierte

Reifungstendenz und das vermehrte Auftreten morphologisch auffalliger und vergroferter

50,68,70-73

Glomeruli beschrieben Letzteres wird nach Barry Brenner als Ausdruck einer

t37,38 (

kompensatorischen Hyperfiltration gewerte s. u.). Die beschriebenen strukturellen
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Auffalligkeiten gehen schon frih mit einer verringerten Filtrationsleistung der Niere

67,74,75

einher 7576

, sodass es vermehrt zu (Mikro-)Albuminurie und Proteinurie kommen kann
Langfristig weisen Frihgeborene somit ein relevant erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer

CKD und kardiovaskularer Begleiterkrankungen auf?'=237>7¢,

1.2.2.1 Hyperfiltrationshypothese nach Barry Brenner

Unter Zuhilfenahme der sogenannten Brenner- oder Hyperfiltrations-Hypothese Iasst sich die
pathophysiologische Entwicklung einer CKD nach Frihgeburtlichkeit nachvollziehen
(s. Abb. 5): Barry Brenner postulierte als Erster, dass eine geringe renale Filtrationsoberflache
(z.B. bei angeborenem _—

Nephrondefizit nach Friih- b @
geburtlichkeit) mit einer &

Akuter Nierenstress Reduzierte

erhohten Natriumretention (2B. renale Ischémie, / Nephronausstattung
mechanische Beatmung, o.\
H nephrotoxische Medikation, ...)
einhergehe, wodurch das OFeenton

extrazellulare Volumen w

Glomeruldrer

ezvg
(EZV) zunehme. Das Untergang D
D 1 3%

infolgedessen steigende C
Glormerulire

. Chronischer Nierenstress Itrati
Herzzeitvolumen (HZV) (28 Hypertoi, Diabees Hyperfiltration
mellitus, ...)

resultiere dann in einem

Blutdruckanstieg, woraufhin

Filtrationsleistung
pro verbliebenen

die glomerulare Filtrations- T 0 wrblisber
rate (GFR) steige. \ S
i i ¥ Hypertrophi
Dies wiederum fiihre zu ypertrophie

einer Mehrbelastung der @

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Hyperfiltrations-

renalen Filtrationseinheiten Hypothese nach Brenner.

und einer reaktiven

Hypertrophie der glomerularen Strukturen. Langfristig sei dieser Vorgang insofern als
maladaptiv einzustufen, als die konstante glomerulare Hyperfiltration letztlich zu strukturellen
Schaden und Glomerulosklerose flhre. Durch weiteren Nephronuntergang werde somit ein
Teufelskreis begriindet®’*®. Da verschiedene histomorphometrische Autopsiestudien eine
entsprechende inverse Korrelation zwischen Glomerulusanzahl und -volumen bestatigen

konnten, ist die Brenner-Hypothese inzwischen weithin anerkannt’" ">,

Fur die Pathogenese einer chronischen Nierenerkrankung nach Frahgeburtlichkeit kann also
von einem Multiple-Hit-Modell ausgegangen werden: Die Stérung der regelrechten
Nephrogenese beglinstigt ein angeborenes Nephrondefizit (First Hit)**%. Daraus resultiert eine

Hyperfiltration der vorhandenen Filtrationseinheiten. Diese entwickeln bei Frihgeborenen
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unter der Mehrbelastung aufgrund ihrer Unreife schneller strukturelle Schaden als bereits
ausgereifte Filtrationseinheiten im adulten Gewebe, was wiederum mit friihen funktionellen
EinbuRen assoziiert sein kann’’. Dariiber hinaus auftretende akute Nierenschadigungen (z. B.
beatmungsbedingt, s. u.) kdnnen als Follow Hits einen weiteren Nephronuntergang
provozieren und somit die Auftretenswahrscheinlichkeit eines relevanten

Nierenfunktionsverlusts steigern bzw. dessen Progress beschleunigen'*"%77-7°,

1.3 Mechanische Beatmung: Pulmorenaler Crosstalk

Fir akute Nierenschadigungen gibt es eine Vielzahl an Ursachen, etwa eine renale

80,81 82,83
)

Ischamie ein septisches Geschehen oder die Verabreichung nephrotoxischer
Medikamente®*®°. Auch eine invasive mechanische Beatmung geht nachweislich mit einem
erhdhten AKI-Risiko einher®™™®. Fir die Neonatalperiode geht dieser Zusammenhang
besonders eindrucklich aus einer rezenten Publikation von Burgmaier et al. hervor, in der eine
funfmal héhere AKI-Inzidenz unter beatmeten Friihgeborenen im Vergleich zu nicht beatmeten
Kontrollen berichtet werden konnte®.

Die Notwendigkeit einer mechanischen Beatmung im neonatalen Setting ist haufig auf eine
Lungenunreife bei Friihgeburtlichkeit zuriickzufiihren'. Beim sogenannten Atemnotsyndrom
des Neugeborenen (engl. Neonatal Respiratory Distress Syndrome (nRDS)) liegt

pathophysiologisch ein Mangel an Surfactant vor®'#:87

. Dieses in den alveolaren Typ-II-
Epithelzellen gebildete Lipoprotein ist wesentlich flir das Herabsetzen der
Oberflachenspannung in den Alveolen verantwortlich®®. Bei einem unzureichenden
Vorhandensein von Surfactant kommt es zu alveoldarem Kollaps und Atelektasebildung,
woraus eine verminderte Gasaustauschflaiche und mechanische Schadigung des
respiratorischen Epithels resultieren®®. Die begleitende Entziindungsreaktion fiihrt im Verlauf
zu erhohter alveolarer GefalBpermeabilitdt und resultierender Flissigkeitsansammlung
intraalveolar, woraus ein Teufelskreis entstehen kann®. Da die Surfactantproduktion (die ab
der 22. bis 24. Entwicklungswoche langsam beginnt®'?) erst im spateren
Schwangerschaftsverlauf deutlich ansteigt®™, korrelieren die Inzidenz des Atemnotsyndroms
und das Gestationsalter invers™,

Therapeutisch gesehen kommen eine Reihe von Interventionen in Frage, um der
resultierenden Hypoxie zu begegnen bzw. vorzubeugen, z. B. eine antenatale mutterliche
Kortikosteroidgabe zur Lungenreifeinduktion®®, oder eine postnatale intratracheale
Surfactantadministration®. Aus der dennoch haufig bestehenden Indikation fiir eine invasive
mechanische Beatmung ergibt sich ein Dilemma, denn diese lebensrettende MaRnahme kann
ihrerseits schwere und langanhaltende Lungenschéden hervorrufen®®. Unter anderem
begunstigt eine mechanische Beatmung die Entwicklung eines chronischen

Krankheitsgeschehens, welches schon seit Gber 50 Jahren als Bronchopulmonale Dysplasie
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(BPD) bekannt ist”” und mit einem relevanten Risiko fiir eine chronische Atemwegsobstruktion
einhergeht®®. Die Definition und Pathogenese der BPD haben sich allerdings Uber die letzten
Jahrzehnte deutlich gewandelt (s. Abb. 6): Urspringlich galten (bei moderat Friihgeborenen)
hohe Beatmungsdricke (Baro-, Volutrauma und Atelektotrauma) und toxische
Sauerstoffkonzentrationen als Hauptentstehungsfaktoren der BPD®*®. Die schwere
Schadigung des respiratorischen Epithels ging mit bindegewebigen Umbauprozessen einher
und resultierte in einem typischen Nebeneinander von Uberbldhten und atelektatischen
Lungenabschnitten®. Inzwischen werden basierend auf diesen Erkenntnissen zwar bevorzugt
lungenschonendere Beatmungsmodi gewahit'®. Dafirr ist jedoch das Gestationsalter der
betroffenen Neugeborenen im Schnitt deutlich zurlickgegangen™!, da aufgrund
geburtshilflicher und neonatalmedizinischer Fortschritte zunehmend auch extrem

60-62

Frihgeborene Uberleben Die Lungen dieser Kinder befinden sich bei Geburt in einem

entsprechend unreifen Entwicklungsstadium'® — die friihzeitige Transition von intra- nach
extrauterin resultiert in einem Arrest der physiologischen Organentwicklung mit Unterbrechung

der regelrechten Alveolarisierung'®'%. Fiir diese ,neue BPD* ist eine mechanische Beatmung

104

also nicht langer Hauptentstehungsfaktor™. Da sie jedoch maladaptive Entziindungsprozesse

im Lungengewebe befeuert, die die Alveolarisierung zuséatzlich stéren, spielt die invasive

Beatmung auch weiterhin eine pathogenetische Rolle'%>-"%,

alte BPD I neue BPD
aggressive ‘ ) extreme strukturelle
Beatmungsmethoden Lungenunreife

|

'
]
.
.
mechanische Sauerstoff- y l )
izits nflammation
Beatmungsschaden  toxizitat Inflammation :
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1 s .

Bindegewebiger gestorte Alveolarisierung

. 4 Umbau
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» &atelektatische  Hyperplasie der Gasaustauschflache
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Abbildung 6: Schematische Gegeniiberstellung der urspriinglichen und aktuellen Pathogenese
der Bronchopulmonalen Dysplasie. Dargestellt sind die Hauptentstehungsfaktoren der ,alten” (links)
und ,neuen” BPD (rechts). Erstere umfassen hohe Beatmungs- und Sauerstoffpartialdriicke, wie sie
frher bei moderat Frilhgeborenen angewendet wurden®%. Daraus resultierte ein typischer
bindegewebiger Umbau des Lungengewebes®. Die ,neue BPD* betrifft im Gegensatz dazu vor allem
extrem Frihgeborene, deren strukturelle Lungenunreife postnatal zu einer gestorten Alveolarisierung
mit daraufhin permanent reduzierter Gasaustauschflache fiihrt'%®% Eine mechanische Beatmung spielt
insofern weiterhin eine pathogenetische Rolle, als die einhergehende pulmonale Entziindungsreaktion
die strukturellen Ausreifungsprozesse zusatzlich stort'05-108,
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Darauf, dass eine mechanische Beatmung nicht nur pulmonale Schaden verursacht, sondern
u. a. auch mit einem erhohten Risiko fur eine akute Nierenschadigung einhergeht, ist bereits
hingewiesen worden®>®. Dabei ist ein Wechselspiel von Lunge und Niere bedeutsam, welches
auch als pulmorenaler Crosstalk bezeichnet werden kann. Diese Organinteraktion duf3ert sich
beispielsweise darin, dass ein Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) mit der
Entstehung einer Acute Kidney Injury assoziiert ist und umgekehrt'®''°. In der Entstehung
eines ARDS-induzierten Nierenschadens spielen verschiedene Faktoren eine Rolle: Sowohl

111,112

eine respiratorische Azidose , als auch Blutgasstérungen (Hypoxie und Hyperkapnie

wirken dabei synergistisch) kdnnen etwa Uber verschiedene Mechanismen eine verminderte

Nierendurchblutung mit GFR-Abnahme bedingen'"*'",

Eine invasive Beatmung

Mechanische Beatmung

tragt ihrerseits durch die
veranderten intrathora-

kalen  Druckverhaltnisse

zur  Entstehung einer

. . Intrathorakaler | Sympathikus- I
renalen  Minderperfusion Druckanstieg | aktivierung
bei, denn die Kompression /
der Lungengefale kann Systemlsche
M rfi

den Blutstrom zum rechten ;SCham'e (f ‘é“”’.‘f 1}?'?&“29 ) J

, . B N7\
Herzen einschranken und \N f\ VW7 2\

eine systemische Hypo- Endotheliale
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tonie zur Folge haben /

15116 \/erscharft  wird \\ \ \ {m {‘ (hes
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Abbildung 7: Bekannte Pathomechanismen der beatmungs-

Abnahme der GFR'7""""°, bedingten Nierenschadigung. [Modifiziert nach Kuiper et al.

Dariiber hinaus wird eine (2019)'"°, Abbildungsgenehmigung erteilt durch Elsevier].

von der beatmeten Lunge ausgehende systemische Entziindungsreaktion angenommen, die
auf das Nierengewebe Ubergreifen und lokale Schaden verursachen kann. Diese Uberlegung
kam erstmals Ende der 1990er Jahre auf und wird unter dem Begriff der Biotrauma-Hypothese

zusammengefasst'2°-122,

Da ein ventilationsgetriggerter Anstieg proinflammatorischer
Signalstoffe inner- und auf3erhalb der Lunge seither vielfach bestatigt werden konnte, hat sich
diese Annahme in Forschung und Klinik inzwischen etabliert'?-'?®, Zu den Mediatoren, deren

vermehrte systemische Zirkulation unter Beatmung fir die Entstehung eines akuten
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Nierenschadens verantwortlich gemacht werden, zahlen demnach u. a. IL-13, TNF-a und IL-
6'?°. Abbildung 7 zeigt die aktuell diskutierten Pathomechanismen der sogenannten

Ventilation-Induced Kidney Injury (VIKI) unter Berucksichtigung des pulmorenalen Crosstalks.

1.4 Interleukin-6 (IL-6)
Wahrend die Rolle des Zytokins IL-6 in der Vermittlung pulmonaler Beatmungsschaden bereits

126,130-132

extensiv beforscht wurde , gibt es bezlglich seiner ventilationsbedingten Expression

im Nierengewebe selbst kaum Daten'®

. Vor allem gibt es unserem Kenntnisstand nach noch
keine Publikation, anhand derer eine explizite Aussage bezlglich der kurz- oder langfristigen
renalen Folgen einer frih postnatal beatmungsgetriggerten lokalen Aktivierung des IL-6-
Signalwegs mdglich ware. Da im Rahmen des vorliegenden Projekts unter anderem der renale
Effekt eines //6-Knockouts unter mechanischer Beatmung erforscht wurde, soll nun noch kurz
auf die allgemeinen Wirkmechanismen von IL-6, seinen Signalweg und seine Rolle im Kontext

verschiedener nephrologischer Erkrankungen eingegangen werden.

1.4.1 Interleukin-6: Funktionen und Signalvermittlung

Interleukin-6 erhielt nach seiner Entdeckung zunachst die Bezeichnung ,B-Zell stimulierender
Faktor 2 (BSF-2)"**'%. Rasch wurde jedoch erkannt, dass sein Wirkspektrum deutlich Gber
eine reine B-Zell-Stimulation hinausgeht, was zu der Namensanderung fiihrte’*®. Zu den
immunologischen Funktionen des Zytokins werden inzwischen die Rekrutierung verschiedener

137,138

Klassen von Immunzellen in entziindete Gewebeanteile sowie die Forderung der

Differenzierung von Monozyten hin zu Makrophagen gezahlt'*®. Zudem hat es eine wichtige
141,142

Rolle bezlglich der B-"**'° aber auch T-Zell-Differenzierung inne und initiiert die

hepatische Bildung von Akute-Phase-Proteinen™?14

. Damit gilt IL-6 grundsatzlich als
proinflammatorisches Signalmolekil, dessen gezielte Inhibition bereits seit Jahren
therapeutische Anwendung in der Behandlung verschiedener chronisch-entzindlicher
(Autoimmun-)Erkrankungen findet'®.  Gleichzeitig sind inzwischen allerdings auch
entziindungshemmende und regenerative Eigenschaften des Zytokins bekannt'®-"48,

Eine zelluldre Stimulation durch IL-6 kann grundsatzlich auf zwei verschiedenen Wegen
erfolgen (s. Abbildung 8). Ein Teil der Korperzellen besitzt einen membranstandigen IL-6-
Rezeptor, an den das Zytokin direkt binden kann, was als klassischer IL-6-Signalweg
bezeichnet wird". Dariiber hinaus kann das Zytokin auch an einen im Plasma vorliegenden
IL-6-Rezeptor ohne Transmembrandomane (dieser wird als soluble I1L-6-Rezeptor (sIL-6-R)
bezeichnet'®*%%) binden und so auch in Zellen ohne primaren IL-6-Rezeptor eine
Signalkaskade initiieren. In diesem Fall spricht man vom Trans-Signalweg''. In der Niere

f’l 52

weisen zum Beispiel nur die Podozyten einen membranstandigen IL-6-Rezeptor auf'™<, in allen
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anderen renalen Zelltypen kann ein IL-6-Effekt entsprechend nur Gber den Trans-Signalweg
erzielt werden'®'%® Abbildung 8 fasst den geschilderten Ablauf des IL-6/JAK/STAT-

Signalwegs schematisch zusammen:

Zytoplasma

Signaling

Transkription
der Zielgene

% Zelldifferenzierung
Inflammation

Zellmigration

Abbildung 8: Schematische Darstellung des IL-6/JAK/STAT Signalwegs. Zunachst bindet IL-6 an
einen spezifischen IL-6-Rezeptor (IL-6-R)'**. Der entstandene Komplex bindet dann an das ubiquitar
exprimierte Glykoprotein 130 (gp130)'%5'%, Dieses dimerisiert und leitet das Signal nach intrazellular
weiter'®”. Die luminal angelagerte Janus-Kinase 1 (JAK1) phosphoryliert daraufhin intrazellulare
Tyrosinreste des gp130 und rekrutiert damit den Signaltransduktor und Aktivator der Transkription 3
(STAT3), um auch diesen zu phosphorylieren'®®-'%". Phosphoryliertes (aktiviertes) STAT3 durchlauft
dann ebenfalls eine Dimerisierung und kann anschlieRend in den Zellkern translozieren, wo es als
Transkriptionsfaktor die Expression verschiedener Zielgene veranlasst'®2'¢3, Eines dieser Zielgene ist
das Suppressor of Cytokine Signalling 3 (Socs3)-Gen. SOCS3 fordert den Abbau der Janus-Kinase,
wodurch ein negativer Feedbackmechanismus gewahrleistet ist'®*. Uber die Bindung an einen IL-
6Rezeptor ohne Transmembrandoméne (soluble 1L-6-Rezeptor (sIL-6-R))'341%°, kann IL-6 auch Zellen
ohne membranstandigen IL-6-Rezeptor stimulieren, was als Trans-Signalgebung bezeichnet wird'®".
[Modifiziert nach Camporeale und Poli (2012)'°, Abbildungsgenehmigung durch Urheberin erteilt].

Trans-
signalweg
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1.4.2 Die Rolle von Interleukin-6 im Kontext renaler Erkrankungen
Als primar proinflammatorisches Signalmolekil spielt IL-6 im Rahmen verschiedener
entzundlicher Nierenerkrankungen eine vorantreibende Rolle (z. B. bei renaler Beteiligung

166), Im Kontext

eines systemischen Lupus erythematodes'® oder diabetischer Nephropathie
akut nierenschadigender Ereignisse kann die IL-6-Plasmakonzentration zudem als friihzeitiger
Pradiktor flr die primare Entstehungswahrscheinlichkeit und den voraussichtlichen
Schweregrad einer AKI herangezogen werden'®’~'%_ Dies gilt auch fiir Patienten mit akutem
Atemnotsyndrom'”°, was auf eine Rolle von IL-6 im pulmorenalen Crosstalk hinweist. Deutlich
wird dies auch durch die bisherigen Forschungsergebnisse unserer Arbeitsgruppe, in denen
gezeigt werden konnte, dass IL-6 nach Exposition gegenuber erhdhten
Sauerstoffkonzentrationen nicht nur als ein Schllisselmediator flr eine pulmonale, sondern
auch fiir die konsekutive renale Schadensinduktion fungiert'®'". Neben der Vermittiung akuter
Schadigungsmechanismen wird dem Zytokin zudem eine Rolle im Chronifizierungsprozess
renaler Erkrankungen zugeschrieben, da es u. a. bindegewebige Umbauprozesse im

Nierengewebe anstoRt'®'72174,

Letzteres bestatigte sich auch in dem bereits erwahnten Vorgangerprojekt der Arbeitsgruppe

Alcazar'™, in dem der renale Effekt einer postnatalen Sauerstoffexposition (ohne invasive
Beatmung) untersucht wurde: Dazu wurden neugeborene Wildtyp-Mause postnatal in zwei
Gruppen aufgeteilt. Die Interventionsgruppe exponierte man anschlieBend Uber einen
Zeitraum von vier Wochen gegenuber einer Inspirationsluft mit 85 % Sauerstoffanteil, wahrend
die Kontrollgruppe normaler Raumluft (21 % O2) ausgesetzt war. AnschlieRend wurden die
Gruppen erneut geteilt: Die erste Halfte der Versuchstiere wurde unmittelbar nach Beendigung
der Sauerstoff- bzw. Raumluftexposition am postnatalen Tag 28 (P28) zur Entnahme der
Nieren geopfert; die zweite Halfte wurde erst nach einer Erholungsphase in Raumluft an P70
untersucht. So konnten eine akute und eine chronische renale Schadigungsphase identifiziert
werden. Erstere zeichnete sich durch eine IL-6-vermittelte lokale Inflammation mit Aktivierung
profibrotischer Signalwege aus. Dies resultierte trotz Beendigung der Exposition zum spateren
Untersuchungszeitpunkt in einer irreversiblen glomeruldren Schadigung mit einhergehender
hyperfiltrationsbedingter Hypertrophie und insgesamt verminderter Filtrationsleistung. Durch
die parallele Untersuchung genetisch modifizierter //6-Knockout-Mause konnte zu beiden
Untersuchungszeitpunkten ein (sowohl strukturell als auch funktionell) protektiver Effekt einer

lI6-Defizienz festgestellt werden'®.

Da die klinische Versorgung Frihgeborener haufig nicht nur eine isolierte Sauerstoffzufuhr,
sondern auch eine (zusatzliche) Unterstitzung der Atemmechanik durch invasive
BeatmungsmaRnahmen beinhaltet', schlieRt meine Forschungsarbeit an das besagte Projekt

an, um das renale Schadigungsmuster unter mechanischer Raumluftbeatmung mit dem unter
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Hyperoxie vergleichen und Rickschlisse Uber mdgliche pathomechanische Parallelen und

potenzielle gemeinsame therapeutische Angriffspunkte ziehen zu kénnen.

1.5 Fragestellungen und Arbeitshypothese

Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass beatmete Frihgeborene ein hohes AKI-
Risiko aufweisen®’, was unter anderem auf eine von der Lunge auf die Niere libergreifende
Entziindungsreaktion zuriickgefiihrt werden kann'®. Das Zytokin IL-6 spielt nachweislich eine
entscheidende Rolle in der Entstehung der pulmonalen Inflammation nach mechanischer

126,171

Beatmung und / oder toxischer Sauerstoffexposition , und wurde auch im Kontext akuter

und chronischer Nierenpathologien als treibender Faktor identifiziert'®167-170.172-174

Auf dieser Grundlage ergab sich die Frage, ob IL-6 eine zentrale Rolle in der Vermittlung eines
akuten Nierenschadens unter postnataler normoxischer Beatmung einnimmt, und inwiefern
sich ein //6-Knockout diesbezlglich als protektiv erweisen wurde. Die dem hier erorterten

Forschungsprojekt zugrundeliegende Arbeitshypothese lautete daher:

,Eine postnatale normoxische Beatmung initiiert eine IL-6-vermittelte renale
Entziindungsreaktion und wirkt sich somit potenziell schadlich auf die langfristige strukturelle
und funktionelle Nierenentwicklung aus. Ein //6-Knockout ist in diesem Kontext folglich

renoprotektiv.”

Entsprechend wurden konkret folgende Fragestellungen definiert:

l. Verursacht eine frihe postnatale Raumluftbeatmung eine Entziindungsreaktion im
neonatalen Nierengewebe und kann diesbeziglich ein (protektiver) Effekt des //6-
Knockouts festgestellt werden?

Il. Fihrt eine frihe postnatale Raumluftbeatmung zu einer Stérung der zellularen
Homdostase im neonatalen Nierengewebe und kann diesbezlglich ein (protektiver)
Effekt des //6-Knockouts festgestellt werden?

Il Kdénnen nach friher postnataler Raumluftbeatmung akute strukturelle Auffalligkeiten
im neonatalen Nierengewebe bzw. ein diesbezlglich (protektiver) Effekt des //6-
Knockouts festgestellt werden?

IV.  Zeigen sich bereits unmittelbar nach Beendigung der postnatalen Raumluftbeatmung
Anzeichen flr einen programmierenden Effekt auf die langfristige Nierengesundheit

und kann diesbezuglich ein (protektiver) Effekt des //6-Knockouts festgestellt werden?

Bevor die von uns erzielten Forschungsergebnisse dargelegt und im Kontext der aktuellen
Datenlage bewertet werden, folgt zunachst die Beschreibung der angewandten

Untersuchungsmethoden und aller dazu genutzten Materialien.
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2. Material und Methoden

Alle hier aufgelisteten Materialien und beschriebenen Methoden sind in vorausgegangenen
Projekten durch Mitglieder der Arbeitsgruppe Alcazar erprobt und etabliert. Ebenso die

zugrundeliegenden, standardisierten Vorgehensprotokolle.

2.1 Tierexperimentelles Design

Mein Projekt basiert auf einem tierexperimentellen Design. Alle Tierversuche wurden gemaf
den Vorlagen des Landesamts fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen
(LANUV NRW) vorgenommen, eine entsprechende Genehmigung lag vor (Aktenzeichen
2015.A122 und 81-02.04.2020.A239). Das im Folgenden beschriebene Prozedere ist nicht von
mir selbst, sondern von Universitatsprofessor Dr. med. Dr. nat. med. Miguel A. Alejandre
Alcazar und Mitarbeitern seines Teams ausgefiuihrt worden und an anderer Stelle bereits
vorbeschrieben'’®. Hier soll es fiir ein besseres Gesamtverstandnis kurz umrissen werden (s.
Abb. 9).

4h 8h,
=) MV =)
, , , . | [Kontrolle > | Tétung &
I 1 I T 1
P1 P2 P3 P4 P5 I Organentnahme
(1) (2)
Wildtyp Interleukin-6-Knockout
(1
&
R 3
WT-Co WT-MV IL6*-Co i IL6"-MV
(P5) (P5) (P5) (P5)
WT-Co & WT-mv| (2) IL67-Co & IL-67-MV
/ ’ F9) 4 ’ P3| p = postnataler Tag
Co = Kontrolle
MV = Mechanische Ventilation
A WT = Wildtyp
4 - L6 = lI6-Knockout

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Tierversuchsaufbaus. Fir das vorliegende Projekt
wurden Wildtyp-Mause und //6-Knockout-Mause jeweils in eine Kontroll- und eine Beatmungsgruppe
eingeteilt, sodass letztlich vier Subgruppen untersucht wurden: WT-Co, WT-MV, IL67-Co und IL67-MV.
Die mechanische Beatmung (MV) erfolgte am flinften postnatalen Tag (P5) Uiber vier bzw. acht Stunden
mit Raumluft, die Kontrolltiere atmeten wahrend dieser Zeit weiter spontan. Anschlieend wurden die
Tiere euthanasiert und ihre Nieren enthommen.
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Wildtyp- (Typ C57BL/6N, Charles River Laboratories International'®='?, n = 28) und genetisch
modifizierte //6-Knockout-Méause (Typ B6.129S2IL-6"™"%°?"/J, The Jackson Laboratory'®' n =
30) aus drei bis sechs Wirfen wurden postnatal nach dem Zufallsprinzip jeweils in Kontroll-
und Interventionsgruppe eingeteilt. Die Gegenuberstellung von genetisch unmodifizierten und
I16-Knockout-Gruppen diente dabei der Klarung des mechanistischen Stellenwerts des
Zytokins in diesem Kontext, bzw. der Beurteilung eines potenziellen therapeutischen Benefits

einer IL-6-Blockade.

Die Tiere wurden in feuchtigkeits- und temperaturkontrollierten (22 + 2 °C) Kafigen mit
zwolfstindigem Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und
Nahrung. Am finften postnatalen Tag (P5) wurden die Mause aus den Interventionsgruppen
unter Narkose (per gewichtsadaptierter subkutaner Injektion von Ketamin (~60 ug/g) und
Xylazin (~12 pg/g)) tracheotomiert, intubiert und an einen Mikroventilator (MicroVent 848,
Harvard Apparatus, Holliston, MA) angeschlossen. Dartber erfolgte eine kontinuierliche
Beatmung (mit initialen Tidalvolumina von 9 — 10 pl/g KG und sukzessiver Anpassung auf
durchschnittlich 7 — 8 pl/g KG) mit erwarmter und angefeuchteter Raumluft (21 % Sauerstoff).
Die Beatmungsdauer betrug vier bzw. acht Stunden. Dabei lag der Fokus meiner
Untersuchungen auf dem renalen Einfluss der achtstiindigen Beatmung. Es wird im Folgenden
jedoch auch auf arbeitsgruppeninterne Untersuchungsdaten verwiesen werden, die nach nur
vierstundiger Intervention erhoben wurden. Die Kontrolltiere erhielten derweil unter Narkose
eine oberflachliche Sham-Inzision in der Nackenregion und atmeten wahrend der Versuchszeit

spontan.

AbschlieRend wurden alle Tiere in tiefer Narkose durch Eréffnung der Aorta abdominalis und
konsekutives Ausbluten getdtet, woraufhin die Nieren en bloc enthommen werden konnten.
Die jeweils linke Niere wurde langs halbiert und fur spatere histologische Untersuchungen
einer vierprozentigen Paraformaldehyd (PFA)-Fixierung zugefihrt. Daraufhin konnten die
Organhalften nach Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe in Paraffin eingebettet werden
(s. Abschnitt 2.3.1). Die rechten Nieren wurden indes fur weitere Verfahren (RNA- und
Proteinisolation) in flissigem Stickstoff schockgefroren und danach bei -80 °C gelagert (s.
Abschnitte 2.3.2 und 2.3.3).
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2.2 Materialien
2.2.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie / Reagenz Artikelnummer Hersteller
2-Mercaptoethanol #4227.3 Roth
2-Propanol (>99,8 %) #6752.4 Roth

3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-

1-propansulfonat (CHAPS) #220201 Calbiochem
Acrylamide Mix Gel 30 (Rotiphorese) #3029.1 Roth
Albumin Fraktion V (BSA) #8076.3 Roth
Ammoniumpersulfat (APS) #A1142 AppliChem
Bromphenolblau Natrium-Salz #A512.1 Roth
Chloroform (>99 %) #3313.2 Roth

Merck

Destilliertes Wasser

(Aqua destillata (A. d.)) (Elix® Essential

Wasseraufbereitungssystem)

Diethyldicarbonat (DEPC) #1609-47-8 Roth

DNase | #DN-25 Sigma-Aldrich

dNTP Mix (10 mM each) #R0193 Thermo Fisher Scientific
EDTA stop solution #A263A Promega

Ethanol (EtOH) (= 99,8 %) #9065.2 Roth

Ethanol (EtOH) (70 %) #2202.5000 Chemsolute

Glycerol #G5516 Sigma-Aldrich

Glycin, Elphograde #3908.3 Roth
Gugnidin-Trliocyanat-PhenoI-Lésung #T9424 Sigma-Aldrich

» 1 rReagent

Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100X) #78430 Thermo Fisher Scientific
Hamalaunlésung sauer nach Mayer #T7865.2 Roth

Methanol #CP43.3 Roth

Milchpulver, blocking grade #T145.3 Roth

MMLYV reverse transcriptase #M170A Promega
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MMLV-buffer 5x #M531A Promega
Natriumchlorid #9265.2 Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) #0183.3 Roth
Neo-Clear ggﬁs 64741- Merck
Neo-Mount #1.09016.0100 Merck
(O5I’IS|](|)-|d|e|SC|»|(y|ﬂ|“|/r|m|d|lr:-r:?;ar (Oligo-dT-Primer) #16T Eurofins/MWG
_P?ggiglzr“‘" Prestained Protein Ladder, 10 #26616 Thermo Fisher Scientific
Perjodsaure #3257.1 Roth
Platinum gPCR Supermix —UDG with Rox #11743500 Invitrogen
Platinum gPCR Supermix—UDG w/Rox #11743500 Invitrogen
Ponceau S (C.I. 27195) #5938.2 Roth
Random-Primer #11034731001 Roche
Recombinant Rnasinl RNase Inhibitor #N2511 Promega
RQ1 DNase 10X Reaction Buffer #M198A Promega
RQ1 RNase-Free DNase #M610A Promega
Schiffsreagenz #X900.1 Roth

SYBR Supermix #A6002 Promega
TEMED #2367.3 Roth

TRI Reagent #T9424 Sigma-Aldrich
Trichloressigsaure #8789.1 Roth

Tris PUFFERAN > 99,9 % #4855.3 Roth

Tween 20 / Polyethylensorbitmonolaurate #P1379 Sigma-Aldrich
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2.2.2 Puffer und Lésungen
Standardmedium: Destilliertes Wasser

Puffer / Losung Komponenten Konzentration
APS Ammoniumpersulfat 10 % (m/v)
Blocking-Solution (Medium: ~ Milchpulver 5 % (miv)
TBST) Bovines Serumalbumin 2 % (m/v)
BSA (Medium: TBST) Bovines Serumalbumin 5 % (m/v)
DEPC-behandeltes Wasser ~ DEPC 1 % (viv)
1M TRIS (pH 7,5) 5 % (VIv)
HALT-Puffer CHAPS 20 mM
Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor 1% (VIv)
(Zugabe unmittelbar vor Gebrauch) °
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 250 mM
Lammli-Puffer 10x Glycin 1920 mM
10 % SDS 5 % (m/v)
Milch (Medium: TBST) Milchpulver 5 % (m/v)
Ponceau S 0,2 % (w/v)
Ponceau Farbelésung
Trichloressigsaure 3 % (viv)
05M
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 20,6 % (vIv)
o
Probenpuffer 5x 10% SDS 0,0026 % (v/v)

Bromphenolblau Glycerin

0,
B-Mercaptoethanol 10 % (VIv)

25 % (viv)

Sammelgelpuffer (pH 6,8) Tris(hydroxymethyl)aminomethan 05M
SDS Natriumdodecylsulfat 10 % (m/v)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 50 mM
Stripping-Puffer (pH 6,7) Natriumdodecylsulfat 2 % (m/v)
2-Mercaptoethanol 07 %
(Zugabe unmittelbar vor Gebrauch) 0
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 250 mM
Towbin-Puffer 10x Glycin 1920 mM
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Transferpuffer fir Semi-

DryBlotting

Towbin-Puffer 10 %

10 % (m/v)

Methanol 10 % (m/v)
Trenngelpuffer (pH 8,8) Tris(hydroxymethyl)aminomethan 1,5M

Natriumchlorid 100 mM
Tris-buffered saline with Tris(hydroxymethyl)aminomethan 10 mM

Tween20 (TBST) (pH 7,5)

2.2.3 Kits
Kit

Tween20 Polyethylensorbitmonolaurate

Hersteller

0,1 % (v/v)

Artikelnummer

Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent

GE Healthcare

#RPN2232

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific Inc.

2.2.4 Gele fiir Western-Blot-Verfahren

#23225

Volumen [ml] fiir

Gel Reagenz Konzentration ein groBes Gel
A. dest. 68 % (v/v) 5,44
30 % Acrylamidmix 17 % (viv) 1,36
Sammelgelpuffer 13 % (viv) 1,04
Sammelgel 4 %
10 % APS 1 % (VIv) 0,08
10 % APS 1 % (VIv) 0,08
TEMED 0,1 % (V/v) 0,008
Volumen [ml] fiir
Gel Reagenz Konzentration ein grofes Gel
A. dest. 40 % (viv) 10

Trenngel 10 %

30 % Acrylamidmix 33 % (viv)

Trenngelpuffer 25 % (viv)
10 % SDS 1 % (vIv)

10 % APS 1 % (vIv)
TEMED 0,04 % (v/v)
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2.2.5 Antikorper fiir Western-Blot-Verfahren

Antikorper Masse Hersteller Verdiinnung Medium
I BACTIN  4e.Da Cell Signaling Inc. #3700 1: 5000 5 % Milch / TBST
Il Anti-Mouse Cell Signaling Inc. #7076 1:10.000 5% Milch / TBST
. NF-kBPB5 e \pa Cell Signaling Inc. #8242 1:1000 5 % Milch / TBST
Il.  Anti-Rabbit Cell Signaling Inc. #7074 1: 1000 5 % Milch / TBST
N PCNA 36kDa  DakoDenmark A/'S  #M0879 1:10.000 5% Milch/ TBST
Il Anti-Mouse Cell Signaling Inc. #7076 1:10.000 5 % Milch / TBST
| PSTATS o sckpa Cell SignalingInc. #9145 1: 1000 5 % BSA / TBST
II.  Anti-Rabbit ’ Cell Signaling Inc. #7074 1:1000 5 % Milch / TBST
. STAT3 7986kDa  Cell Signaling Inc. #9139 1:3000 5 % Milch / TBST
Il.  Anti-Mouse Cell Signaling Inc. #7076 1:3000 5 % Milch / TBST
2.2.6 Primer fiir qRT-PCR
2.2.6.1 Primer fur TagMan-qRT-PCR
. . . Probe
Primer  Forward (5°) Reverse (3°) (5"-FAM-Sequenz-TAMR-3")
Acth TGACAGGATGCAGAAG GCCACCGATCCACACA ATCAAGATCATTGCTCCTCC
GAGATTACT GAGT TGAGCGC
Ctaf CATTAAGAAGGGCAAAA TGCAGCCAGAAAGCTCA CGGACACCTAAAATCGCCAA
g AGTGCAT AACT GCCTG
b TGACAGTGATGAGAATG GGACAGCCCAGGTCAA ACCCCAAAAGATGAAGGGC
ACCTGTTC AGG TGCTTCC
6 ACAAGTCGGAGGCTTA AATCAGAATTGCCATTG TCTTTTCTCATTTCCACGATT
ATTACACAT CACAA TCCCAGAGAA
1raki TAGCTTGCTGCTGCATG CCTGCCTGAAGCCCTTC AGAGGCCCCCCATGACCCA
CA TAGT GGTATAC
1rakd CAGCGACAACCTGTGC CATCCAGGCAGGACAG ACATGCCCAACGGGTCCTT
TTAGTG TCTGT GCTG
Voot GGCTCAGCCAGATGCA CTTGGTGACAAAAACTA CCCCACTCACCTGCTGCTAC
P GTTAAC CAGCTTCTT TCATTCA
Mvdsg ~ TGGCCATCTGCCTAGTA CAGTAGCAGATAAAGGC TTGATGACCCCCTAGGACAA
4 AAGCT ATCGAAAA ACGCC

33



Pdon TCCGACTGGGACATCT CGGAGATCAACCTTGTG AGGTCCTGGCCTGTTCTTTT
GCTT ATAGGT TTTTACCCTG
Pdon GTGCTACTGGAGGGCT TTCCTCTAAGGGAGGCT CTACTGGCAAGGCACCTCT
P TAATGAA TCGT GGTACCAAC
Poaracla TCGAAAAAGAAGTCCCA TTCCACACTTAAGGTTC CACCAAATGACCCCAAGGG
pargcia tacacaa GCTCAATA TTCCcC
185 AGATCCCAGACTGGTTC TTGTTGTCTAGACCGTT CAGAACCTGGCTGTACTTCC
CTG GGC CATCC
Serpinef GCTGGCTATGCTGCAG  TGCCCTTCTCATTGACT ~ AAAACCCGGCGGCAGATCC
P ATGAC TTGAA A
Sirtt GGCTTGAGGGTAATCA GCATGTGCCACTGTCAC ATGACGTCTTGTCCTCTAGT
ATACCTGTT TGTT TCCTGTGGCA
Svoro GCTGTACCAGTCTGCTT CCCAAGGTGTCGGTCT ACTCCAGCAAACCAACCTTC
yp GCAAT CTTG GAGCTG
Sod GTACCAGTGCAGGACC GTCTCCAACATGCCTCT CTCACTCTAAGAAACATGGT
TCATTTTA CTTCAT GGCCCGG
Socs3 CCACCCTCCAGCATCTT TCCAGGAACTCCCGAAT ACTGTCAACGGCCACCTGG
TGT GG ACTCCT
Tnfa GGCTGCCCCGACTACG GACTTTCTCCTGGTATG CCTCACCCACACCGTCAGC
T AGATAGCAA CG
_— ATCTCGAGGATCATCAA TGTGTGTATTAACCTGG TTGTCCCCAGTGCCAACGTC
GTACATTGT CACTTCTG CTTT
2.2.6.2 Primer fiir SYBR-Green-I-qRT-PCR
Primer Forward (5°) Reverse (3°)
E2f1 CATCAGTACCTCGCTGGTAGCA TGAGGTTTCATAGCGTGACTTCTC
Cdkn1a GAACATCTCAGGGCCGAAAA CGTGGGCACTTCAGGGTTT

Tnfa

AGGGATGAGAAGTTCCCAAATG

2.2.7 Verbrauchsmaterial

Material

Artikelname & -nummer

GCTTGTCACTCGAATTTTGAGAAG

Hersteller

96-Mikrotiterplatte

96 MicroWell™ Plates Non-treated -

Pinchbar Design (#269620)

Thermo Scientific

Deckglaser

20x20 mm Thickness No. 1
(#631-0122)

VWR International
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Deckglaser

#631-1573

VWR International

Einschweil3folie Clear Seal

#41i-0541

4titude

Einweg-Pistil Pestles for Round-Bottom micro tube WATSON Bio Lab
(#173-02Y)

Filterpapier Rotilabo Faltenfilter Typ 113b (#CA <O
13.1)

Frischhaltefolie CLING-FLIM (#1255.1) Roth

Glasbehaltnis

Borosilicate 3.3. 500ml (#215-1594)

VWR International

Glasbehaltnis

Borosilicate 3.3. 1000ml (#215-1595)

VWR International

Kapillarspitzen

Kapillarspitzen 200 pl (#729011)

Biozym Scientific

Kosmetiktuch

Dissolve Tech

Papernet, Sofidel S.p.A.

Kuhlbox Schaumaplast GmbH & Co.
KG
Mehrkanalpipette Eppendorf

Reasearch plus 30-300 pl 8-Kanal
(#2373802)

Mikrotomklingen

Microtome Blades R35 Stainless
Steel (#02.075.00.005)

FEATHER Safety Razor Co.

Nitrozellulose-Membran

Nitrocellulose Blotting Mambrane
Protran 0,45 um NC (#10600002)

GE Healthcare UK

Objekttrager

Superfrost Plus Menzel-Glaser
Thermo scientific 25x75x1mm
(#J1800AMN2Z)

Menzel Glaser

Pasteurpipette

Transferpipette 3,5 ml (#86.1171)

Sarstedt

Pinsel Nova Synthetics da Vinci Kiinstlerpinselfabrik
DETEF GmbH
Pinsel Fino 2/0, Fino 0 Marabu GmbH & Co. KG

(#01910 000 200, 0190 00 000)

Pinzette Deckglaspinzette, gebogen (#232- Sigma-Aldrich
0111)

Pipette Reference 0,1-2,5 ul (#142946Z) Eppendorf

Pipette Research 100-1000 ul (#264172) Eppendorf

Pipette Reference 2-20 pl (#264812) Eppendorf

Pipette Research plus 10-100 pl (#278075A) Eppendorf

35



Pipette (Serologisch, 10 ml) #86.1254.001 Sarstedt

Pipette (Serologisch, 25 ml) #86.1685.001 Sarstedt

Pipette (Serologisch, 5 ml)  #86.1253.001 Sarstedt
Pipettenspitze 300 pl (#0030 000.897) Eppendorf
Pipettenspitze 20 pl (#70.1114) Sarstedt
Pipettenspitze 200 pl (#70.760.012) Sarstedt
Pipettenspitze 1000 pl (#70.762.010) Sarstedt
Plastikktvette Standkivette (#H550.1) Roth

Praparatebox Heathrow Scientific

Slidebox 100 Place Cork Red Ea
(#HS15994C)

Reagenzreservoire

Reagenzreservoire steril klar 60 ml
(#618487)

VWR International

Reagenzgefalt SafeSeal Reagiergefal® 2 mi Sarstedt
(#72.695.500)

Reagenzgefal Reagiergefal® 0,5 ml (#72.699) Sarstedt

Reagenzgefalt SafeSeal Reagiergefal 1,5 ml Sarstedt
(#72.706)

Roller Soft Rubber Speedball Art Products

Roéhrchen 0,5 ml #72.699 Saarstedt

SafeSeal Micro tube 2 ml #72.695.500 Sarstedt

SafeSeal tube 1,5 ml #72.706 Sarstedt

Schraubréhre Réhre 50 ml 114x28mm Sarstedt
(#62.547.254)

Schraubréhre Rohre 15ml 120x17mm Sarstedt (#62.554.502)

Stabpipette Serologische Pipette 5mi Sarstedt
(#86.1253.011)

Stabpipette Serologische Pipette 10ml Sarstedt
(#86.1254.011)

Stabpipette Serologische Pipette 25ml Sarstedt
(#86.1254.011)

Trockeneis Linde

ICEBITZZZ® Nuggets klein 6,5kg
(#633846)
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tube 15 ml, 120 x 17 mm2 #62.554.502 Sarstedt
tube 50 ml, 114 x 28 mm2 #62.547.254 Sarstedt
Tupperdose Toppits Dose Melitta
Verschlussfolie Roth
Parafilm "M" laboratory film (#H666.1)
Wageschale Wégeschalchen 8,5 x 8,5cm Roth
(#1884.1)
#10426994 GE Healthcare

Whatman Gel-Blotting-
Papier GB 005 (1,5mm)

Whatman-Papier

Gel Blotting Paper GB 005

2.2.8 Gerate und Ausristung

GE Healthcare (#10426994)

Gerat Artikelname / -nummer Hersteller
Abzug AIRFLOW-CONTROL (#EN 14175) Caspar & Co Labora
Folienschweilgerat Folio (#FS 3604) Severin
. . N HTA Folieneinschweil’gerat .
Folienschweilgerat (Modell HT121TS) 4titude
Gewebehomogenisator Sonoplus HD 2070 : Bandelin
Ultraschall-Homogenisator
Heizblock Thermomixer comfort (#5355ZL047891)  Eppendorf
Heizblock TK23 Hettich
Molecular Imager ChemiDoc XRS+ . .
Imager Imaging System (#721BR02933) Bio-Rad Laboratories
Kammer (Blotting) PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter PEQLAB Biotechnologie

Sedec M (#700-1220DE)

Kammer (Blotting): Glaser
(grof)

PerfectBlueTM Doppel-Gelsystem
Twin L

VWR International

Kammer (Blotting): Glaser
(klein)

PerfectBlueTM Doppel-Gelsystem
Twin S

VWR International

Kreisschuttler

IKA Vortex 1 V1 S000 (#6156302)

IKA-Werke
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Kahlplatte Leica EG1150 C Kihlplatte Leica Biosystems
Magnetrihrer Leica Biosystems lka

Mikroskop DIALUX 20 EB (#950 021) Leica Instruments
Mikroskop (S#I£i1d1e ()s:sagg;r :;‘;,;381 GS)CN400 Leica Microsystems
Mikroskop Mikroskop BX43 Olympus

Mikrotom 2035 Biocut (#11760239) Leica Instruments
Netzgerat Netzgerat EV231 VWR International
PCR-System 7500 Real time PCR System Applied Biosystems

Pipette (Pasteur)

#LW4694

Alphalaboratories

Pipetten

Eppendorf Research® plus Pipetten
(2,5, 10, 20, 100 und 1000 plI)

Eppendorf

Pipettierhilfe

ROTA-Filler 300

Heathrow Scientific

Pipettierhilfe

Pipetus (#9907200)

Hirschmann Laborgerate

Plattenleser

Infinite M200 Pro Nano (#1010003100)

Tecan

Schittelplatte

TYP 3005 (#10509211 E)

Gesellschaft fiir
Labortechnik

Schwingmiihle

MM400

Retsch

Slide Scanner

Leica SCN400 Slide Scanner

Leica Biosystems

Spectrofotometer

Typ Infinite M200

NanoQuant

Thermocycler

Typ 7500

Applied Biosystem

Transformator (Stromquelle
Gelelektrophorese)

Electrophoresis Power Supply EV202

(#106075)

PEQLAB Biotechnologie

Trockenschrank

UM 100 (#901136)

Memmert

Ultraschall-Homogenisator

Sonoplus HD 2070 (#517.00001672.012)

Bandelin Electronic

Vortexer

VTX-3000 L

LMS Laboratory and
Medical supplies

Vortexer

MINI-Vortex

Kisker-Biotech
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Waage 321 LS Typ 220A Precisa Gravimetrics

Warmeschrank Universalschrank UN30 Memmert

Tissue Flotation Bath TFB 55 (#901

Wasserbad 211 0811) Medite
Wasserbad WNB 14 Memmert
Wippe-Schiittler MR-12 Biosan
Zentrifuge Micro Centrifuge Model SD (#058367) Roth
Zentrifuge 5424R Eppendorf
Zentrifuge 5804R Eppendorf
Zentrifuge 420R Hettich
Zentrifuge Z216 MK Hermle

2.2.9 Software
Software Hersteller
Aperio Image Scope (Version: 12.0.1.5030) Aperio Technologies
Applied Biosystems 7500 Real time PCR Software (Version 2.0.6) Thermo Fisher Scientific
GraphPad Prism 7 (Version: 7.04) GraphPad Software
iControl 2.0 (Version: 3.9.1.0) Tecan Austria GmbH
Image J2 Image J
Image Lab (Version: 5.2.1 build 11) Bio-Rad Laboratories Inc.
Microsoft Excel 2016 (Version: 16.0.5026.1000) Microsoft Corporation
Primer Express Software (Version: 3.0.1) Thermo Fisher Scientific
SCN400 Client (Version: 2.2.0.3789) Leica Microsystems
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2.3 Methoden

2.3.1 Histologische Verfahren

2.3.1.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Fir eine histologische Untersuchung der Mausenieren wurden mithilfe eines Mikrotoms (Leica
RM 2035 BioCut; Leica Biosystems) 3 um dicke Paraffinschnitte angefertigt. Diese wurden vor
Aufziehen auf Adhasionsobjekttrager (25 x 75 x 1 mm) fur einige Minuten in ein 40 °C warmes
Wasserbad Uberflhrt, um eine Ausdehnung der Schnitte zu ermdglichen und somit
Stauchungsartefakten vorzubeugen. Die beladenen Objekttrager wurden entsprechend

beschriftet und fur mindestens 12 Stunden bei 36 °C trocknen gelassen.

2.3.1.2 PAS-Farbung

Die Untersuchung struktureller Effekte der Beatmung (und des //6-Knockouts) wurde an PAS-
gefarbten Organschnitten vorgenommen. Durch die Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS)
werden vor allem kohlenhydrathaltige Gewebestukturen (z. B. Glykogene oder
Basalmembranen) angefarbt. Dabei oxidiert die Perjodsaure freie Hydroxylgruppen zu
Aldehydgruppen, an welche dann die schwefelhaltige Fuchsinsaure aus dem Schiffs Reagenz
binden kann. Dadurch imponiert das Zytoplasma magenta- bis rosafarben. Zur Kontrastierung
der Zellkerne erfolgt im Anschluss eine Gegenfarbung mit Hamalaun, wodurch nukleare
Strukturen sich blau, und besonders teilungsaktiven Zellen mit hheren RNA-Konzentrationen

sich blaulich darstellen®'.

Mein Vorgehen orientierte sich an dem aus dem bereits zitierten Vorgangerprojekt von Jasmine
Mohr et al.'®. Es wurden von jeweils finf bis sechs Tieren aus allen vier Gruppen (WT-Co, WT-
MV, IL6"Co, IL6"MV) Paraffinschnitte angefertigt, und fir jedes Tier ein reprasentativer
Nierenlangsschnitt (also solche, auf denen alle Organregionen erfasst und keine relevanten
Schnittartefakte erkennbar waren) fir die PAS-Farbung ausgewahlit. Diese Schnitte wurden
dann im ersten Schritt entparaffiniert, indem sie je drei Mal fur finf Minuten im Lésungsmittel
Neo-Clear inkubiert wurden. Danach wurden sie durch das Durchlaufen einer absteigenden
Alkoholreihe (100 %, 96 %, 80 %, 70 % Ethanol fir je eine Minute) in wassrige Lésung gebracht
und anschlieend eine Minute lang in destillietem Wasser (A. d.) gewaschen. Daraufhin
erfolgte eine zehnminitige Inkubation mit frisch angesetzter Perjodsdure (1 %). Dem
schlossen sich mehrere Waschgéange an (zwei Mal finf Minuten in Leitungswasser, danach
zwei Mal zwei Minuten in A. d.), woraufhin die Schnitte wiederum 15 Minuten in Schiffs
Reagenz eingebracht wurden. Dem wurden eine Inkubation in warmem Leitungswasser (35 —
42 °C fur 5 min), ein Waschschritt mit A. d. (1 min), und schlie3lich die Gegenfarbung mit einer
sauren Hamalaunlésung (nach Mayer) angeschlossen. Danach wurden die Schnitte fir sechs

Minuten unter flieRendem Leitungswasser geblaut. Nach nochmaligem Waschen mit
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destilliertem Wasser (1 min), erfolgte eine Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe (70 %,
80 %, 96 %, 100 % Ethanol fur je 1 min). Es folgte eine abschlieRende Klarung in Neo-Clear
(zwei Mal funf Minuten), woraufhin die gefarbten Schnitte mit Neo-Mount eingedeckelt werden

konnten.

2.3.1.2.1 Quantitative Histomorphometrie der Niere

Evaluiert wurden an den PAS-Schnitten zum einen die Nierenkortexflache (in Relation zur
gesamten Schnittflache)'®, sowie der relative Anteil der nephrogenen Zone am Nierenkortex
(s. Abb. 10). Die gefarbten Schnitte wurden dazu zunachst bei 20-facher lichtmikroskopischer
VergroRerung abfotografiert. AnschlieRend konnten mit der Software ,Aperio Image Scope*
die Flachen der nephrogene Zone und des Gesamtkortex fUr jeden Schnitt markiert werden
(Funktion: Pen Tool). Im zweiten Schritt wurden die so bearbeiteten Langsschnitte in das
Softwareprogramm ,ImageJ* tUberfiihrt (Funktion: Snapshot). Darin wurde nach Festlegen der
Skalierung anhand eines GrolRenmalistabs (Funktion: Analyze: Set Scale) die zu
bestimmende Flache entsprechend der zuvor angefertigten Markierungen umrandet (Funktion:

Polygon Selections) und vermessen (Funktion: Analyse: Measure).

Zum anderen wurden der durchschnittliche glomerulare Durchmesser und die Gesamtzahl der

Nierenkdrperchen pro Schnitt bestimmt'?

. Dazu wurde ausschlieRlich das Programm ,Aperio
Image Scope® genutzt. Aufgrund der geringen Organgrofe wurden alle Glomeruli auf jedem
der Schnitte markiert (und somit gezahlt). AnschlieRend wurde der jeweils grotmaogliche

Durchmesser der einzelnen Glomeruli mit der Softwarefunktion Ruler Tool vermessen.

Alle Ergebnisse der oben beschriebenen histomorphometrischen Untersuchungen wurden in
das Softwareprogramm ,Excel“ Uberfuhrt und dort tabellarisch zusammengefasst. Zudem
wurde hier fur jedes Tier ein individueller Mittelwert fir den glomeruldren Durchmesser
berechnet. AbschlieRend erfolgten unter Verwendung des Programms ,GraphPad Prism*
(Version 7.04, GraphPad Software) die Ermittlung statistisch relevanter Gruppenunterschiede,

sowie die Erstellung einer graphischen Darstellung der gewonnenen Daten (s. Abb. 22, 23).

Abbildung 10: Reprasentativer Nierenldngsschnitt (A) mit exemplarischer Kennzeichnung von B)
Renaler Gesamtflache; C) Kortexareal; D) Nephrogener Zone.
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2.3.2 Methoden zur Bestimmung von Expressionsmustern auf mRNA-Ebene

2.3.2.1 RNA-Isolation und -konzentrationsbestimmung

Die im Rahmen dieses Projekts durchgefiihrte Isolation der Ribonucleinsauren (RNA) aus dem
Nierengewebe basierte auf der sogenannten Single-Step Methode nach Chomczynski und

Sacchi'’”

. Zuerst wurden daflir jeweils 500 pl der Guanidin-Thiocyanat-Phenol-Lésung
,TriReagent® (Sigma-Aldrich) zu den Gewebeproben pipettiert, anschlieBend wurden die
Proben in einer Gewebsmuhle zusatzlich fir 20 bis 30 Sekunden bei 30 Hz mechanisch unter
Verwendung einer Metallkugel homogenisiert. Nach kurzem Vortexen erfolgte eine 5-minutige
Inkubation bei Raumtemperatur (RT). Daraufhin wurden je 100 ul Chloroform hinzugegeben
und die Proben erneut 15 Sekunden lang durchmischt. Nach weiteren drei Minuten Inkubation
bei RT erfolgte eine 15-minltige Zentrifugation bei 12000 U/min und 4 °C, wodurch sich eine
3-Phasen-Bildung einstellte. Die oberste, RNA-haltige Phase konnte dann jeweils in ein neues
Mikroreaktionsgefal Uberfihrt werden. Dazu wurden je 250 ul Isopropanol zugegeben,
wodurch ein Ausfallen der RNA erzielt wurde. Auf eine 20-minutige Inkubation der Proben bei
4 °C erfolgte eine weitere Zentrifugation. Danach konnte der fliissige Uberstand abgegossen
werden. Das Ubriggebliebene RNA-Pellet wurde anschlieRend zwei Mal mit je 500 pl 75 %
Ethanol gewaschen (5-minltige Zentrifugation bei 15.000 U/min und 4 °C, anschlieRendes
AbgieRen des Ethanols). Danach wurden die Pellets fir 30 min luftgetrocknet. Abschlieend

konnten die RNA-Pellets in RNAse-freiem destilliertem Wasser geldst werden.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels spektrophotometrischer Messung (Gerat:
Spectrofotometer Typ Infinite M200Pro, NanoQuant). Dieser Schritt ist fur die spatere
Vergleichbarkeit der einzelnen Proben entscheidend. Das Messprinzip basiert auf der
Bestimmung der optischen Dichte (OD): Das Absorptionsmaximum von Ribonukleinsauren
liegt bei einer Wellenlange von 260 nm (maximale Konzentration 1 pg/ul). Proteine hingegen
weisen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm auf. Fur eine Reinheitsbestimmung der Proben
bzw. die Feststellung einer etwaigen Proteinkontamination wurde zuséatzlich der Quotient aus
OD260/OD2go bestimmt (akzeptierter Ratio-Wert 1,8 — 2,0). Bis zum weiteren Gebrauch wurde
die RNA bei -80 °C gelagert.

2.3.2.2 cDNA-Synthese

Um aus der gewonnenen Gesamt-RNA komplementare Desoxyribonukleinsdure (cDNA) zu
generieren, wurde mithilfe einer DNA-Polymerase eine sogenannte reverse Transkription'’®
80 durchgefiihrt. Fir jedes Versuchstier wurde ein einem Mikrogramm RNA-Gehalt
entsprechendes Probenvolumen verwendet. Dieses wurde dann mit Diethylpyrocarbonat
(DEPC) behandeltem destillietem Wasser auf 20 pl aufgefullt. Um mdglichen DNA-

Verunreinigungen der Proben zu begegnen, wurden diese mit DNAse (je 3 ul 10x DNAse |-
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Puffer und 3 pul RNAse-freeDNAse 1) inkubiert (15min bei RT). Durch Zugabe von 1 ul Stop-
Solution (25mM EDTA) und anschliefender Inkubation der Proben bei 65 °C wurde der DNA-

Verdau durch Inaktivierung der zugegebenen Enzyme gestoppt.

Dann wurden je 4 ul DEPC-behandeltes Wasser, 1,2 pl Oligo-dT-Primer (0,5ug/ul) und 1,8 pl
Randomprimer (0,5 pg/ul) hinzugegeben. Als Primer werden kurze DNA-Oligonukleotide
bezeichnet, die an spezifische Regionen der Ziel-RNA binden und somit einen geeigneten
Startpunkt fur die Transkription eines zur RNA-Matrize komplementaren DNA-Strangs bilden.
Olido-dT-Primer binden spezifisch am Poly-A-Schwanz der eukaryotischen messenger RNA
(mRNA). Um eine Primer-Anlagerung zu ermdglichen, wurden die Proben fir 5 Minuten bei

70 °C inkubiert und danach fir eine Minute auf Eis kaltgestellt.

Daraufhin wurden im nachsten Schritt jeder Probe 15 yl MMLV-Puffer 5x, 3,75 ul dNTP-Mix (je
10 mM), 1,5 yl RNAse-Inhibitor (40 U/ul), 3ul MMLV-Reverse Transkriptase (200 U/pl), sowie
6,75 ul DEPC-behandeltes Wasser hinzugefuigt, was in der Synthese einer doppelstrangigen
cDNA resultierte. Diese Reaktion erfolgte bei 37 °C und wurde nach einer Stunde durch
Uberfiihren der Proben auf Eis unterbrochen. AnschlieRend wurden alle Proben bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren.

2.3.2.3 Quantitative Real Time PCR

Fir die Erfassung von Veranderungen auf Ebene der Genexpression wurde die Methode der
quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR) eingesetzt. Dabei erfolgt eine Vervielfaltigung der
gewonnenen cDNA in einem sich wiederholenden, dreischrittigen Prozess, der als
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bekannt ist'®': Zunachst werden die DNA-Doppelstrange
durch Hitzeeinwirkung in Einzelstrange aufgetrennt (Denaturierung). Dies ermdglicht die
Anlagerung von synthetischen Oligonukleotiden (sogenannte Primer) an die Einzelstrange
(Annealing). Ausgehend von diesen Primern kdnnen im letzten Schritt, der Elongation, die
DNA-Zielsequenzen durch eine hitzestabile DNA-Polymerase generiert werden. Das Enzym
beginnt dazu am 5°-Ende des Primers die passenden Nukleinbasen komplementar zum
Matrizenstrang zu verknlipfen. Um eine erfolgreiche Synthese zu gewahrleisten, werden
zusatzlich eine Pufferldsung, Magnesium-lonen (als Cofaktor fur die Erkennung der Nukleotide
durch die Polymerase), und Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) hinzugegeben. So
entstehen erneut DNA-Doppelstrange; den nachsten Amplifikationsschritten (30 — 40 Zyklen)

mussen jeweils also wiederum Denaturierung und Primeranlagerung vorangehen.

Dabei kann in kurzer Zeit durch exponentielle Vervielfaltigung eine grofle Menge der DNA-
Zielsequenz generiert werden. Das Besondere an der qRT-PCR ist, dass sie zusatzlich zur

DNA-Amplifikation durch die Messung von Fluoreszenzfarbstoffemissionen eine
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Quantifizierung des Reaktionsfortschritts in Echtzeit erméglicht'®?. Dazu wurden fir das
vorliegende Projekt sowohl die TagMan-, als auch die SYBR-Green-I-Methode verwendet (s.
Abb. 11).

SYBR Green | Assay TaqgMan Assay
Prob
Primer Primer R’}m °

Denaturation

R\ /.
Annealing 5P |

R o

Extension

. Polymerase Reporter @ Quencher

Abbildung 11: Prinzip der quantitativen Real-Time PCR nach dem SYBR-GREEN-I- und
TagManVerfahren. Das TagMan-Verfahren basiert auf der Zugabe sequenzspezifischer
Oligonukleotidsonden, welche am 5°-Ende einen Reporterfarbstoff (R), und am 3’-Ende einen Quencher
(Q) tragen. Dieser unterdriickt bei intakter Sonde die Fluoreszenzabgabe des Reporterfarbstoffs. Nach
Erkennen der Zielsequenz innerhalb des zu replizierenden DNA-Abschnitts, lagert sich die Sonde
unterhalb der Primerstelle an und wird im Zuge des Transkriptionsfortschritts durch die DNA-Polymerase
gespalten. Dadurch werden 5'- und 3°-Ende voneinander getrennt, sodass das Fluoreszenzsignal des
Reporterfarbstoffs entsprechend steigt. Mit jedem Amplifikationszyklus werden weitere Sonden
abgespalten, und die Signalintensitat wird entsprechend proportional zum Replikationsprodukt
(messbar) gesteigert'®. Im Vergleich dazu basiert die SYBR-Green-I-Methode zwar auch auf einem
Fluoreszenzfarbstoff, dieser erkennt jedoch jede doppelstrangige DNA und wird also unspezifisch in
jeden neu entstehenden Doppelstrang eingelagert. Bei Denaturierung dieser Doppelstrange in Folge
einer Temperaturerh6hung wird der SYBR-Green-I-Farbstoff entsprechend wieder freigesetzt. Die
dadurch bedingte Anderung des Fluoreszenzsignals kann photometrisch gemessen werden, wobei die
Hohe des erfassten Signals ebenfalls proportional zur Menge der entstandenen Amplikone ist'8.
[Entnommen aus: Cao Y et al. (2020)'®. Abbildungsgenehmigung per CC-Lizenz: CC BY 4.0].

Fir die Versuchsdurchfihrung nach dem TagMan-Prinzip wurden fir jede Probe 12,5 pl
Platinum-Supermix, 8,5 ul destilliertes Wasser, 0,5 yl Tagman-Sonde (2umol/l) und jeweils
0,5 ul forward und reverse Primer (6 umol/l) (s. Abschnitt 2.2.6.1) angesetzt und anschlief3end
auf die entsprechenden Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert. Danach wurden jeweils 2,5 pl
cDNA hinzugegeben. Die Platte wurde mit einer Plastikfolie luftdicht versiegelt und fur drei
Minuten bei 20 °C und 1200 rpm zentrifugiert. Danach erfolgte die Reaktionsaufzeichnung im

Thermocycler.

Fir die Versuchsdurchfuhrung nach dem SYBR-GREEN-I-Prinzip wurden je 12,5 pl IQ SYBR
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Supermix, 5,5 ul destilliertes Wasser, sowie jeweils 0,5 ul forward und reverse Primer
(10 ymol/l) (s. Abschnitt 2.2.6.2) angesetzt. Nach Auftragung auf die Mikrotiterplatte wurde
anschlief®end je 1 yl cDNA hinzu pipettiert. Im Anschluss wurde verfahren, wie oben fur die

TagMan-Sonden beschrieben.

2.3.2.4 Auswertung der qRT-PCR-Ergebnisse

Es erfolgte eine relative Quantifizierung der PCR-Ergebnisse. Dazu wurden die
Expressionslevel der Zielgene und sogenannter endogener Kontrollgene verglichen. Letztere
werden auch als Housekeeping-Gene bezeichnet, da sie unabhangig vom Interventionsstatus
in allen Tieren gleichermalien exprimiert werden. Als Housekeeping dienten in meinen
Versuchen die Gene Actb und 18s. Im Sinne der vergleichenden Ci-Methode (AACi-Methode)
wurde das Verhaltnis von der Expression des jeweiligen Zielgens zu der des Housekeeping-
Gens ermittelt. Der C-Wert (Threshold Cycle) gibt die minimale Anzahl an Replikationszyklen
an, die zur Uberschreitung des Fluoreszenzsignals (iber einen zuvor festgelegten
Schwellenwert NTC (No Template Control) nétig ist. Je mehr Ziel-DNA in einer Probe, desto
schneller kann ein signifikantes Signal erfasst werden, und desto niedriger fallt
dementsprechend der Ci-Wert aus. Fir die Auswertung wurden folgende arithmetische

Formeln angewandt'®:

Relative Veranderung in der Genexpression = 2 2A¢t

AACt= ACt Kontrollgruppe = ACt Untersuchte Gruppe

ACt = Ct Zielgen — Ct Housekeeping

2.3.3 Methoden zur Bestimmung von Expressionsmustern auf Proteinebene

2.3.3.1 Proteinisolation und —konzentrationsbestimmung

Fur die Proteinisolation aus den Mausenieren wurde ein HALT-Puffer im Verhaltnis 1 : 100 mit
CHAPS-Puffer (3-Cholamidopropyldimethylammonio-1-Propansulfonat) versetzt und direkt im
Anschluss auf das gefrorene Gewebe (-80 °C) gegeben. CHAPS ist ein nicht-denaturierendes
Detergens, welches Proteine aus ihrer Membranverankerung I6sen und Protein-Protein-
Bindungen auflésen kann'®. Die Menge der zugegebenen Lésung richtete sich nach der
jeweiligen Gewebemenge und betrug zwischen 80 und 130 pl. Zusatzlich erfolgte zuerst eine
mechanische Homogenisierung mittels eines Pistills und anschlielender Sonifikation (20
Sekunden, drei Zyklen bei mittlerer Starke). Die so lysierten Proben wurden daraufhin fur eine
Stunde auf Eis inkubiert, wobei alle 10 Minuten eine Durchmischung erfolgte. Nach dieser
Inkubationszeit wurde eine 15-minttige Zentrifugation bei 4 °C und 15000 rpm angeschlossen.
Dadurch ergab sich eine Phasenbildung. Die oberste, proteinhaltige Phase wurde jeweils

abgenommen und in ein neues Mikroreaktionsgefald Uberfuhrt.
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Die hier beschriebene Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration ist als BCA-Assay
bekannt und verlauft zweischrittig'®. Zuerst erfolgt dabei die sogenannte Biuret-Reaktion,
wahrend welcher Peptide mit drei oder mehr Aminosdureresten in einer alkalisch-wassrigen
Umgebung Chelatkomplexe mit zweiwertigen Kupfer-lonen (Cu?*) bilden. Diese werden dabei
zu einwertigen lonen reduziert (Cu'*), woraus ein Farbumschlag nach hellblau resultiert. Die
Intensitat der Farbausbildung ist proportional zu der Anzahl an beteiligten Peptidbindungen.
Im Folgeschritt bilden dann wiederum die entstandenen Cu'*-lonen mit der zugegebenen
Bicinchoninsaure (BCA) Komplexe aus, was zu einer Violettfarbung der Probenlésungen flihrt.
Die Farbreaktion wird also intensiviert und eine Kkolorimetrische Erfassung der

Reaktionsintensitat und Proteinkonzentration somit erleichtert'®.

Zunachst wurde eine Rinderserumalbumin-Standardreihe mit bekannter Proteinmenge
vorbereitet. Daflir wurden in funf Mikroreaktionsgefale je 30 ul CHAPS vorgelegt. In das erste
davon wurden zusatzlich 30 pl Rinderserumalbumin (BSA) zugegeben. Daraus wurden
wiederum 30 pl in das nachste Gefal Uberfuhrt, woraus anschlielend wiederum 30 pl
entnommen und in das dritte Mikroreaktionsgefal® pipettiert wurden. So wurde verfahren, bis
letztlich finf Verdinnungsgrade von 1 : 2 bis 1 : 32 vorlagen. In je ein weiteres Gefall wurden
jeweils nur 30 pl CHAPS beziehungsweise 30 pl BSA pur pipettiert. Anschlief3end wurden die
Proteinproben mit CHAPS-Puffer verdinnt (1 : 10) und davon je 3 pl zu 27 yl CHAPS-Mix
gegeben. Im letzten Vorbereitungsschritt wurden die im ,Pierce™ BCA Protein Assay Kit*
(Thermo Fisher Scientific) enthaltenen Reagenzien (A und B) nach Angaben des Herstellers
in einem Verhaltnis von 50 : 1 zu einem Working Reagenz vermischt (fir ein Gesamtvolumen
von 200 pl pro Probe inklusive Standardreihe). Danach wurde eine Mikrotiterplatte (insges. 96
Wells, s. Tab. 11) mit der Standardreihe, sowie den CHAPS-versetzen Nierenproteinen
beladen, wobei alle Proben zwecks Doppelbestimmung insgesamt zwei Mal aufgetragen

wurden (10 pl pro Well). In die beladenen Wells wurde dann je 200 ul Working Reagenz hinzu

pipettiert.
1 2 3 4 5 6

Well SR SR: P P2 P P2
A 1:32 1:32 P1 P1 P6 P6
B 1:16 1:16 P2 P2 P7 P7
C 1:8 1:8 P3 P3 P8 P8
D 1:4 1:4 P4 P4 P9 P9
E 1:2 1:2 P5 P5 P10 P10
F Puffer pur Puffer pur
G BSA pur BSA pur

Tabelle 11: Auftragungsschema fiir die Mikrotiterplatte im Rahmen der kolorimetrischen
Proteinkonzentrationsbestimmung. SR = Standardreihe; P = Probe.
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Nach einer halbstindigen Inkubation bei 37 °C, erfolgte die entsprechende kolorimetrische
Messung bei einer Wellenlange von 562 nm (Tecan Infinite M200 PRO NanoQuant). Aus den
Mittelwerten der jeweils zwei Messwerte fur die einzelnen Proben (Doppelbestimmung) wurde
dann in Relation zu den Messwerten fiir die BSA-Standardreihe der Proteingehalt der Proben

ermittelt. Bis zum weiteren Gebrauch wurden alle Proteinproben bei -80 °C eingefroren.

2.3.3.2 SDS-Page und Western Blotting

Fir die Untersuchung der Expressionsmuster auf Proteinebene wurde die Western-Blot-
Methode ausgewanhlt'®. Im ersten Schritt musste dazu eine SDS-Page (sodium dodecy! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) erfolgen, also eine Auftrennung der Proteingemische nach
Molekularmasse'®. Das SDS-Page-Verfahren umfasst mehrere Teilschritte: Zunachst wurden
die Gele hergestellt, wobei hier ein LA&mmli-System zum Einsatz kam (Sammelgel mit Tris-
Glycin-Puffer pH 6,8); Trenngel mit Tris-Glycin-Puffer pH 8,8 (s. Abschnitt 2.2.2). Anschlie3end
wurden die Proben vorbereitet. Dazu wurde zu jeweils 20 pg aufbereitetem Protein (s. 2.3.3.1)
5 x SDS-Probenpuffer (s. Abschnitt 2.2.2) hinzugegeben und das Gemisch anschlieend fur
10 Minuten bei 70 °C erhitzt. Daraufhin wurde die Gelkammer mit 1 x L&mmli-Puffer gefullt und
das Gel wurde mit den Proben beladen. Dies, sowie die vorherige Probenvorbereitung, dienten
der Denaturierung der Proteine auf ihre Primarstruktur. Denn das SDS ist ein anionisches
Tensid, welches zur Auflésung der hydrophoben Wechselwirkungen innerhalb der Proteine
fuhrt, sodass diese in ihre Primarstrukturen Ubergehen, also als linearisierte
Aminosauresequenzen vorliegen und somit allesamt eine negative Ladung aufweisen. Diese
Denaturierung wird durch das im Probenpuffer enthaltene -Mercaptoethanol durch Reduktion

enthaltener Disulfidbriicken vervollstandigt'®.

Far die eigentliche Elektrophorese wurde eine elektrische Spannung an das Gel angelegt, um
eine Wanderung der Proteine Richtung Anode zu bewirken (45 min bei 80 V, gefolgt von 180
min bei 120 V). Kleinere Proteine konnten durch die Poren des Gels in der gleichen Zeit
entsprechend weiter wandern als gréRere. Da die negative Ladung des zugesetzten SDS
auRerdem zu einer Uberdeckung der Proteineigenladung und deren Negativierung im
Verhaltnis zu der jeweiligen Proteinmasse fiihrt, erfolgte die Trennung der Proben einzig auf
Grund der unterschiedlichen Molekularmasse der enthaltenen Proteine und war nicht durch

etwaige Ladungsunterschiede beeintrachtigt.

Nach Abschluss der SDS-Page erfolgte ein Western-Blot-Verfahren (Semi-Dry-Blot). Beim
Western Blotting werden die im Gel befindlichen Proteine wiederum elektrophoretisch auf eine
negativ geladene Nitrozellulosemembran (Porengré3e 0,45 um) tbertragen, welche sie durch

hydrophobe Wechselwirkungen binden kann'®'. Zuvor wurde die Membran dazu mit kaltem
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destilliertem Wasser (4 °C) aktiviert, und dann in einen methanolhaltigen Transferpuffer (4 °C)
uberfuhrt (s. Abschnitt 2.2.2). Die so praparierte Membran wurde anschlie3end auf zwei Lagen
ebenfalls mit Puffer getranktem Filterpapier (Whatman) in eine Blotkammer Uberfuhrt. Auf die
Membran wurde das mit den Proteinproben beladene Gel platziert, wobei darauf geachtet
wurde, dass keine Luftblasen zwischen Membran und Gel verblieben. Auf das Gel wurden
zwei weitere Lagen Filterpapier geschichtet. Der verbliebene Transferpuffer wurde
hinzugegeben, und die Gelkammer 120 min lang bei 1,3 mA / cm? unter Strom gesetzt. Nach
erfolgreichem Proteintransfer auf die Membran erfolgte eine Ponceau-S-Farbung zur
Kenntlichmachung der Proteinbanden'®?. Der Blot wurde dazu fir zwei Minuten in besagtem
Puffer inkubiert und die UberschieRende Farbe anschlieBend mit destillietem Wasser
abgewaschen. Danach wurde die Membran mit einer Blocking Solution (5 % Milch + 2 % BSA
in TBST) geblockt. Dies diente der Absattigung Uberschussiger Proteinbindungsstellen der

Blotmembran, um anschlief3end eine moéglichst spezifische Antikérperbindung zu erméglichen.

Fur die eigentliche Proteindarstellung wurde eine Immunfarbung angeschlossen. Dazu wurden
die jeweiligen Blots zuerst mit einem fir das zu bestimmende Protein spezifischen, primaren
Antikorper (s. Abschnitt 2.2.5) fir 30 min bei RT und im Anschluss Uber Nacht bei 4 °C auf
einem Schdttler inkubiert. Je nach Herstellerangabe wurden besagte Antikdrper entweder in
5 % Milch in TBST oder 5 % BSA in TBST verdunnt. Am Folgetag wurden die Blots gewaschen
(3 x 10 min in TBST), um unspezifisch gebundene Antikdrper zu beseitigen. Daraufhin konnten
die Blots mit einem sekundaren Antikorper, welcher mit 5 % Milch in TBST verdinnt wurde,
inkubiert werden. Dieser bindet speziesspezifisch den primaren Antikérper und ist mit einer
Meerrettichperoxidase (HPR) konjugiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit (eine Stunde bei RT)

folgten weitere drei Waschvorgange in TBST.

Um mehr als ein Protein auf demselben Membranabschnitt detektieren zu kénnen, konnten die
Blots nach Auswertung gestripped werden, das heil’t, die gebundenen Antikérperkomplexe
konnten von der Membran entfernt und diese im Anschluss zum Nachweis weiterer Proteine
wiederverwendet werden'®®. Dazu wurde die Membran in einem B-mercaptoethanolhaltigem
Puffer fir 15 Minuten bei 56 °C in einem Wasserbad inkubiert, wodurch die Disulfidbriicken
der zuvor gebundenen Antikdrper aufgebrochen wurden. Nach weiteren drei Waschvorgangen
in TBST konnte anschliefiend wieder ein Blockiervorgang (90 Minuten bei RT in 5 % in Milch
TBST + 2 % BSA) erfolgen. Danach konnte die Membran wie oben beschrieben erneut mit

einem primaren Antikdrper inkubiert werden.
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2.3.3.3 Auswertung der Western-Blot-Ergebnisse

Die Sichtbarmachung der Proteine erfolgte durch eine oxidative Reaktion des Luminols in der
zugegebenen Chemiluminesence Solution (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent Kit), welche durch die peroxidasemarkierten sekundaren Antikdrper katalysiert wird.
Bei dieser Reaktion entsteht Licht, welches unter Zuhilfenahme eines ,ChemiDoc XRS+
Systems"” (Bio-Rad Laboratories GmbH) quantifiziert werden konnte.

Die Auswertung der Western-Blot-Ergebnisse erfolgte quantitativ unter Verwendung der
Software ,Image Lab“ (Bio-Rad Laboratories GmbH), die fiir die Erstellung eines Negativbilds
der Proteinbanden genutzt wurde. Dies ermoglichte eine Messung der einzelnen
Bandendichten (semiquantitativ densitometrische Analyse). AnschlieBend wurden die
Messergebnisse in Relation zu der gemessenen Bandendichte des mitbestimmten

Housekeeping-Proteins B-ACTIN gesetzt (Bandendichteprotein/ Bandendichteg.actin).

2.4 Statistische Auswertung

Um die im Folgenden dargelegten Ergebnisse meiner Arbeit auf ihre Signifikanz hin zu
uberprifen, kamen verschiedene statistische Tests zur Anwendung. Als Hilfsmittel hierfur
diente die Software ,,GraphPad Prism“ (Version 7.04, GraphPad Software).

Far die Beurteilung der qRT-PCR Ergebnisse wurde ein parametrischer Test in Form eines
zweiseitigen, ungepaarten t-Tests (Student’s t-Test) herangezogen. Dieser ermittelt (unter
Annahme einer Normalverteilung der Daten innerhalb der Vergleichsgruppen) die Differenz
zwischen den Mittelwerten der zu vergleichenden Gruppen. Die Nullhypothese lautet hierbei
also, dass kein Unterschied zwischen den Gruppenmittelwerten vorliegt, wahrend die
Alternativhypothese von einem Unterschied ausgeht (ohne Vermutung beztiglich der Richtung
des Unterschieds in den Gruppen)'®.

Alle anderen Ergebnisse wurden aufgrund der kleineren GruppengréRen mit dem
nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Test auf statistisch signifikante Unterschiede hin
untersucht (dieser Test erfordert keine Normalverteilung der Daten). Dabei werden die
Versuchsgruppen nicht anhand ihres Mittelwerts, sondern Uber die Verteilung der mittleren

Range verglichen'*,

Das Signifikanzniveau wurde auf finf Prozent festgelegt (p < 0,05), und ist in den folgenden
Grafiken (Darstellung + Standard Error of the Mean), welche ebenfalls mit ,GraphPad Prism*
(Version 7.04, GraphPad Software) erstellt wurden, entsprechend gekennzeichnet ( = p < 0,05;
*=p<0,01; ™ =p<0,001; *** =p<0,0001).
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3. Ergebnisse

Um unsere Arbeitshypothese zu adressieren, wurden die Nieren der Versuchstiere auf ein
lokales Inflammationsgeschehen, sowie mdgliche zellmetabolische wund strukturelle
Beatmungsfolgen hin untersucht. Dazu wurden Wildtyp- und //6-defiziente Mause jeweils in
eine Kontroll- und eine Beatmungsgruppe eingeteilt (s. tierexperimentelles Design, Abschnitt
2.1). Der Ubersicht halber werden im Kommenden folgende Abkiirzungen zur Beschreibung

der Versuchstiere genutzt:

Wildtyp(en) WT
lI6-Knockout(s) IL6™
Mechanical Ventilation (beatmete Tiere) MV
Control (nicht beatmete Tiere) Co

3.1 Postnatale MV verursacht Inflammation im neonatalen Nierengewebe
Um die Mechanismen und das Ausmal} einer entzindlichen Antwort der Niere auf die

vorgenommene postnatale Beatmung zu untersuchen, wurde post interventionem zunachst
die renale Expression verschiedener aus dem Kontext des Biotraumas (s. Abschnitt 1.3)

bekannter Entziindungsmediatoren untersucht.

3.1.1 Untersuchung der renalen //6- und //17b-mRNA-Expression nach 4h MV

Vorab werden hier arbeitsgruppeninterne Ergebnisse prasentiert, die von Dr. med. Kuiper-
Makris (AG Alcazar) erzielt wurden und die renale mRNA-Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-18 nach nur vierstindiger Beatmung zeigen

(s. Abb. 12).
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Abbildung 12: Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) //6 und B) //1b nach 4h mechanischer
Beatmung (MV). Housekeeping-Gen: Actb. Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5): unbeatmete Wildtyp-
Kontrollmaus (WT-Co; n = 5); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV*"; n = 10). Mann-Whitney-U-Test: p = 0,05
(*), p<0,01 (**), p< 0,001 (***), p < 0,0001 (****). Grafische Darstellung als Mittelwert + SEM. Datenerhebung durch
Dr. med. C. Kuiper-Makris.
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Dabei fiel auf, dass die renale Expression von /l6 nach vierstindiger MV bereits einen
signifikanten Anstieg zeigte (s. Abb. 12 (A)), wohingegen die //1b-Expression in den Nieren der
beatmeten Wildtyp-Mause zu diesem frihen Untersuchungszeitpunkt noch nicht relevant
gesteigert war (s. Abb. 12 (B)). Diese Erkenntnis erganzt die von mir vorgenommenen
Untersuchungen nach acht Stunden Beatmung entscheidend, da sie Ruckschlisse auf die
zeitliche Expressionsdynamik der Mediatoren und deren gegenseitige Regulation im

vorliegenden Kontext zulasst.

3.1.2 Untersuchung der renalen Expression inflammatorischer Mediatoren nach 8h MV
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Abbildung 13: Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) /i6; B) li1b; C) Mcp1 und D) Tnfa
nach 8h mechanischer Beatmung (MV). Housekeeping-Gen: Actb. Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5):
unbeatmete Wildtyp-Kontrollmaus (WT-Co; n = 14 - 15); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV8"; n = 11);
unbeatmete //6-Knockout-Kontrolimaus (IL67-Co; n = 15); I/6-Knockout-Maus nach MV-Exposition (IL67-MV&"; n =
7 - 8). Student’s t-Test: p = 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****). Grafische Darstellung als
Mittelwert £ SEM.

Nach achtstiindiger Beatmung zeigte sich schlieRlich neben dem //6- auch das //1b-Level in
den Wildtyp-Nieren signifikant erhoht (s. Abb. 13 (A + B)). Der //6-Knockout konnte besagte
II1b-Transkriptionssteigerung jedoch deutlich attenuieren (s. Abb. 13 (B)). Ahnliches gilt fiir die
Transkriptionsrate des Chemokins Monocyte Chemoattractant Protein-1 (Genname Mcp1),
welche unter Beatmung ebenfalls signifikant zunahm, in den //6-defizienten Nieren allerdings
als insgesamt vermindert auffiel (s. Abb. 13 (C)).

Einzig die mRNA-Expression des Tumornekrosefaktor-a (Genname Tnfa) zeigte sich weder

durch die achtstiindige Beatmung noch den //6-Knockout relevant beeinflusst (s. Abb. 13 (D)).
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Dies Uberraschte uns zuerst, da TNF-a ebenso wie IL-6 als systemischer Marker fur ein
beatmungsinduziertes Biotrauma gilt'%'%. Andererseits konnten auch andere Autoren keine
relevante renale Tnfa-Expressionssteigerung nach mechanischer Beatmung berichten'?’,
sodass der lokale Effekt des Zytokins im Zuge einer beatmungsbedingten Nierenschadigung

vernachlassigbar scheint.

Die Zusammenschau aus der zeitlichen Verzégerung zwischen frihem //6- (s. Abb. 12 (A)) und
nachfolgendem //1b-Expressionsanstieg (s. Abb. 13 (B)), sowie der effektiven Abmilderung
einer beatmungsbedingten [//1b- und Mcp1-Mehrexpression durch den [//6-Knockout
(s. Abb. 13 (B + C)) indiziert eine zentrale Rolle von Interleukin-6 fir die Entstehung und

Aufrechterhaltung der renalen Entziindungsreaktion unter mechanischer Beatmung.

3.1.2.1 Untersuchung einer moglichen renalen NF-kB-Aktivierung nach 8h MV

Da in der Literatur eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuclear factor kappa-light-
chainenhancer of activated B-cells (NF-kB) als wichtiger Pathomechanismus fur die
Entstehung des beatmungsbedingten Biotraumas diskutiert wird'®®, erfolgte im Anschluss an
meine Untersuchungen durch Christina Vohlen (AG Alcazar) zusatzlich eine Western-Blot-

Analyse der renalen p65-Expression (s. Abb. 14):
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Abbildung 14: Messung der p65 Proteinmenge nach 8h mechanischer Beatmung (MV) (A) mit grafischer
Darstellung der densitometrischen Western-Blot-Analysen (B). Ladungskontrolle: 3-ACTIN. Versuchstiere
(postnataler Tag 5, P5): unbeatmete Wildtyp-Kontrollmaus (WT-Co; n = 5); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition
(WT-MV8": n = 5); unbeatmete //6-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 5); //6-Knockout-Maus nach MV-Exposition
(IL67--MV8; n = 5). Mann-Whitney-U-Test: p = 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****). Grafische
Darstellung als Mittelwert + SEM. Datenerhebung durch C. Vohlen.
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Das Protein p65 ist Bestandteil des intrazelluldren (homo- oder heterodimeren) NF-«kB-
Komplexes“’g, dem in Abwesenheit aktivierender Stimuli zytosolisch inhibierend wirkende
Proteine angelagert sind?®>?*'. Die Initiierung einer NF-kB-Signalkaskade erfolgt u. a. durch
das proinflammatorische Zytokin IL-132°%2% und fihrt Gber mehrere Schritte zur Translokation

204,205

des NF-kB-Komplexes nach intranuklear . Dort kann der Transkriptionsfaktor durch

Bindung an spezifische Promotorregionen seinerseits die Expression proinflammatorischer

Signalmolekiile wie IL-6 induzieren®%:2%7,

Erwartungsgemaf konnten wir eine signifikante p65-Expressionssteigerung in den Nieren der
beatmeten Wildtypen feststellen, was auf eine lokale NF-kB-Aktivierung schlief3en lasst. Diese
scheint, wie auch die oben prasentierte //1b-Expression (s. Abb. 13 (B)), durch die Blockade
des IL-6-Signalwegs effektiv verhindert worden zu sein (s. Abb. 14 (B)). Letzteres unterstreicht
erneut die Wahrscheinlichkeit eines zentralen Stellenwerts von IL-6 innerhalb des

beobachteten Entzindungsgeschehens.

3.1.3 Untersuchung der inflammatorischen Signaltransduktion nach intrazellular
Nachdem ein beatmungsbedingter Anstieg der mRNA-Expression von [I6 und //1b im
neonatalen Nierengewebe gezeigt werden konnte, wurde im nachsten Schritt Uberpruft, ob
unter Beatmung tatsachlich eine Signaltransduktion besagter Zytokine auf zellularer Ebene
stattfindet.

Die in Abbildung 15 zusammengefassten Untersuchungsergebnisse bestatigten die
Aktivierung des IL-6/STAT3-Signalwegs (s. Abschnitt 1.4.1) unter Beatmung: In Einklang mit
der signifikanten [/I6-Expressionssteigerung ist nach acht Stunden MV ebenfalls eine
signifikante Mehrexpression des IL-6-Zielgens Socs3 zu berichten. Dieser Beatmungseffekt
zeigte sich in den ll6-defizienten Nieren entsprechend deutlich abgemindert (s. Abb. 15 (A)).
Auch die Expressionsanalyse des intrazellularen |L-6-Effektors STAT3 und seiner
phosphorylierten Form pSTAT3 spiegelte einen signifikant hochregulierenden
Beatmungseffekt in den Wildtyp-Nieren wider. In den Nieren der //6-Knockout-Tiere zeigte sich
nach Beatmung im Gegensatz dazu keine signifikante Expressionssteigerung von STAT3 oder
pSTAT3. Zudem fiel der relative Anteil des biologisch aktiven pSTAT3 am Gesamtprotein
(pSTAT3/STAT3) nur in den Nieren der beatmeten Wildtyp-Tiere als signifikant erhoht auf
(s. Abb. 15 (B - E)).
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Abbildung 15: Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Socs3 und der (p)STAT3-
Proteinmenge (B) nach 8h mechanischer Beatmung (MV) mit grafischer Darstellung der densitometrischen
Western-Blot-Analysen (C - E). A: Housekeeping-Gen: Actb. Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5): unbeatmete
Wildtyp-Kontrolimaus (WT-Co; n = 14 - 15); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV8"; n = 11); unbeatmete
I16-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 15); ll6-Knockout-Maus nach MV-Exposition (IL67-MV®; n = 7 - 8).
Student’s t-Test. B - E: Ladungskontrolle: B-ACTIN. Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5): unbeatmete Wildtyp-
Kontrollmaus (WT-Co; n = 5); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV®; n = 5); unbeatmete
l16-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 5); ll6-Knockout-Maus nach MV-Exposition (IL67-MV®"; n = 5). Mann-
Whitney-U-Test. A — E: p = 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****). Grafische Darstellung als

Mittelwert + SEM.
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Zur Uberpriifung einer aktiven IL-1B-Signaltransduktion erfolgte die Bestimmung der mRNA-

Expressionslevel einiger intrazellular nachgeschalteter Molekile (s. Abb. 16). Denn zur
208,209

Signalibermittlung bindet IL-18 an den ubiquitar exprimierten Typ-1 IL-1-Rezeptor und

induziert dessen Konformationsanderung, woraufhin sich ein Korezeptor (IL-1 Receptor

210,211

Accessory Protein) anlagern kann Intrazellular kénnen daraufhin zunéchst die

Signalproteine Myeloid Differentiation Factor 88 (Genname Myd88) und Interleukin-1

)212

Receptor-Associated Kinase 4 (Genname Irak4)~'< und anschlieend Interleukin-1 Receptor-

Associated Kinase 1 (Genname Irak1) und -2 (Genname Irak2)*® an den

IL-1-Rezeptorkomplex binden. Auf die Phosphorylierung der IRAKs hin wird zuletzt der Tumor

r.1:202

Necrosis Factor Receptor-Associated Factor 6 (Genname Traf6) rekrutiert™, welcher Uber

eine Polyubiquitinierung verschiedener Folgesignalmolekile die Expression der IL-1B-

Zielgene veranlasst?™.
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Abbildung 16: Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Myd88; B) Irak4; C) Irak1; und E)
Traf6é nach 8h mechanischer Beatmung (MV). Housekeeping-Gen: Actb. Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5):
unbeatmete Wildtyp-Kontrollmaus (WT-Co; n = 14 - 15); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV8"; n = 11);
unbeatmete //6-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 15); /l6-Knockout-Maus nach MV-Exposition (IL67--MV?2";
n =7 - 8). Student’s t-Test: p = 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****). Grafische Darstellung als
Mittelwert £ SEM.

Da sich in den Nieren der von uns untersuchten Wildtyp-Mause nach achtstindiger MV eine
signifikante Expressionssteigerung von Myd88 und Irak4 (s. Abb. 16 (A + B)) zeigte, kann also

tatsachlich auf eine beginnende IL-1B-Aktivierung geschlossen werden. Dass sich fur die noch
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weiter downstream Dbefindlichen Mediatoren [Irak1 und Traf6 zum vorliegenden
Untersuchungszeitpunkt keine relevante Transkriptionsanpassung feststellen lief3 (s. Abb. 16

(C + D)), ist am ehesten auf die begrenzte Beobachtungszeit zurlickzufiihren.

Der ll6-Knockout zeigte wiederum einen deutlichen Effekt: Wie das //1b-Expressionslevel
(s. Abb. 16 (B)) war auch die Traf6-Transkription sowohl in den Knockout-Kontrollen als auch
in der Knockout-Beatmungsgruppe im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp-Pendant signifikant
herunterreguliert (s. Abb. 16 (D)). Dasselbe gilt fir den Vergleich zwischen den Wildtyp- und
Knockout-Beatmungsgruppen (WT-MV vs. IL67-MV) beziiglich des Myd88- und Irak4-Levels
(s. Abb. 16 (A + B)). Nur die Irak1-mRNA-Expression in Wildtyp- und Knockout-Nieren

unterschied sich zum vorliegenden Untersuchungszeitpunkt nicht signifikant (s. Abb. 16 (C)).

3.2 Postnatale MV stort die zellulaire Homoostase im neonatalen Nierengewebe
Um einen Einblick in potenziell langfristig programmierende Effekte der beobachteten

Entzindungsreaktion zu gewinnen, wurden anschlielend mdgliche Auswirkungen auf den

Zellzyklus und -metabolismus untersucht.

3.2.1 Untersuchung einer potenziellen renalen Proliferationsstérung nach 8h MV

Fir das Nierengewebe sind auf akute Schadigungsreize hin zwei verschiedene,
gegensatzliche Zellreaktionen beschrieben: Kompensatorisch gesteigerte Proliferation?'>2'®
auf der einen, und Zellzyklusarrest auf der anderen Seite?'"?'®. Um den Effekt der postnatalen
Beatmung auf die zellulare Homdostase zu untersuchen, wurden entsprechend die
Genexpressionslevel der Zellzyklusregulatoren Cdkn1a und E2f1, sowie die exprimierte
Proteinmenge des Proliferationsmarkers Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) im

Gruppenvergleich untersucht (s. Abb. 17).

Das Gen Cdkn1a codiert fur den Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 1 (CDK-Inhibitor 1), der
auch als p21 bezeichnet wird. P21 blockiert den Fortschritt des Zellzyklus am sogenannten
G1-S-Checkpoint® #2222 Diese Blockade kann voriibergehend oder permanent sein, der
CDK-Inhibitor kann also u. a. als Marker fur Zellalterungsprozesse (Seneszenz) herangezogen
werden?**22°_ Der Transkriptionsfaktor E2F1 fordert im Gegensatz zu p21 den Progress von

der G1- zur S-Phase?® und beginstigt unter anderem eine PCNA-Expressions-

3 Der Zellzyklus verlauft phasenhaft: Wahrend der sogenannten Gs-Phase wachst die Zelle und bereitet sich auf
die in der folgenden Synthese (S)-Phase stattfindende Verdopplung der Erbinformation vor. An die S-Phase schlief3t
sich die G,-Phase an, bis die Zelle zur Teilung in der Mitose (M)-Phase bereit ist?'°. Zwischen diesen Phasen liegen
sogenannte Checkpoints, an denen Uiberpriift wird, ob der bisherige Zyklus regelrecht verlaufen ist und der Ubertritt
in die nachste Phase stattfinden kann??°,
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steigerung®’~2%. PCNA ist ein wesentlicher Cofaktor der kontinuierlichen DNA-Synthese?%23!

und Ubernimmt regulatorische Funktionen im Bereich der DNA-Reparatur und Zellzyklus-

Kontrolle?%%3,
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Abbildung 17: Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Cdkn1a und B) E2f1 und der PCNA-
Proteinmenge (C) nach 8h mechanischer Beatmung (MV) mit grafischer Darstellung der densitometrischen
Western-Blot-Analyse (D). A + B: Housekeeping-Gen: Actb. Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5): unbeatmete
Wildtyp-Kontrollmaus (WT-Co; n = 14 — 15); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV®"; n = 11); unbeatmete
l16-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 15); /l6-Knockout-Maus nach MV-Exposition (IL67-MV®; n = 7 — 8).
Student’s t-Test. C + D: Ladungskontrolle: B-ACTIN. Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5): unbeatmete Wildtyp-
Kontrollmaus (WT-Co; n = 5); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV8; n = 5); unbeatmete
l16-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 5); /l6-Knockout-Maus nach MV-Exposition (IL67--MV®"; n = 5). Mann-
Whitney-U-Test. A—D: p=0,05 (*), p< 0,01 (**), p< 0,001 (***), p < 0,0001 (****). Grafische Darstellung als Mittelwert

+ SEM.

Unsere Untersuchungsdaten konnten eine fur die Interventionsgruppen (WT-MV und
IL-6"-MV) im Vergleich zu der jeweiligen Kontroligruppe relevant erhéhte Cdkn1a-Expression
belegen. Dies indiziert fir das vorliegende Schadigungsmodell einen stressbedingten
Zellzyklusarrest®'”?'® und kann als friihes Anzeichen einer beatmungsbedingten vorzeitigen
Seneszenzinduktion im Nierengewebe in Betracht kommen??*2%, Der /I6-Knockout attenuierte

diesen Beatmungseffekt und filhrte per se (WT-Co vs. IL6"-Co) zu einer reduzierten renalen
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Cdkn1a-Expression (s. Abb. 17 (A)). Inwiefern dies als renoprotektiv gewertet werden kann,

wird im Diskussionsteil erdrtert werden (s. Abschnitt 4.3.2.1).

Erwartungsgemal verhielt sich das beobachtete E2f71-Expressionslevel gegenlaufig zu der
gemessenen Cdkn1a-Expression: Es zeigte sich kein relevanter Beatmungseffekt in Wildtyp-
und Knockout-Nieren (bei Tendenz in Richtung niedrigerer Expression in den beatmeten
Tieren), die /l6-defizienten Gruppen zeigten jedoch eine insgesamt signifikant hdhere E2f1-
Transkriptionsrate als die Wildtypen (s. Abb. 17 (B)).

Annlich verhielten sich die gemessenen PCNA-Proteinexpressionslevel im Gruppenvergleich:
Es lieR sich ebenfalls kein Beatmungseffekt im Sinne einer renalen Uber- oder
Unterexpression nach MV feststellen, der //6-Knockout resultierte zudem unabhangig von der
Beatmungsintervention in einem insgesamt héheren PCNA-Level (s. Abb. 17 (C — D)). Somit
lasst sich auf einen proliferationsférdernden Effekt des Knockouts auf das neonatale

Nierengewebe schlie3en.

3.2.2 Untersuchung einer moglichen Stérung der mitochondrialen Biogenese als
Anzeichen fiir oxidativen Stress nach 8h MV

Da im Rahmen eines Entzindungsgeschehens zudem vermehrt oxidativer Stress

t234,235

entsteh — also ein metabolisches Ungleichgewicht zwischen anfallenden reaktiven

Sauerstoffverbindungen (ROS) und neutralisierenden, antioxidativen Kompensations-

236,237

mechanismen der Zellen — wurde zudem eine potenzielle mitochondriale Dysregulation

in den Nierenzellen unter mechanischer Beatmung untersucht.
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Abbildung 18: Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Sirt1 und B) Ppargc1a nach 8h
mechanischer Beatmung (MV). Housekeeping-Gen: Actb. Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5): unbeatmete
Wildtyp-Kontrolimaus (WT-Co; n = 14 — 15); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV2"; n = 11); unbeatmete
I16-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 15); ll6-Knockout-Maus nach MV-Exposition (IL67-MV&; n = 7 — 8).
Student’s t-Test: p = 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****). Grafische Darstellung als Mittelwert +
SEM.
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Dazu bestimmten wir die Transkriptionsrate der mitochondrialen Marker Sirt1 und Ppargci1a
(s. Abb. 18), denn die Mitochondrien gelten als eine Hauptentstehungsquelle fir die
aggressiven ROS?*2% ynd sind ihrerseits auch besonders anfallig fir oxidativen Stress®*%24'.
Das Gen Sirt1 codiert fir die Histon-Deacetylase Sirtuin-1, der eine wichtige Rolle in der
Regulation verschiedener antioxidativer Faktoren und der Aufrechterhaltung einer normalen

mitochondrialen Funktion zugeschrieben wird?*?-24

. Sie steigert bei Energiebedarf oder
oxidativem Ungleichgewicht unter anderem die Expression und Aktivitdt des sogenannten
Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma Coactivator 1-a (PGC-1a, Genname
Ppargc1a)®®, der als ,Masterregulator der mitochondrialen Biogenese gilt***2¢. Aktives
PGC-1a kann daraufhin in den Zellkern translozieren und dort die Transkription verschiedener,

auch antioxidativer Zielgene veranlassen®"’.

Die von uns gemessenen Expressionslevel von Sirt1 und Ppargcia verhielten sich im
Gruppenvergleich gleichsinnig: Die mechanische Beatmung flihrte sowohl in den Wildtyp-, als
auch in den Knockout-Mausen zu einer statistisch relevanten Expressionssteigerung.
Insgesamt fiel die Genexpression beider Marker (wie bereits fur die Cdkn1a-mRNAEXxpression
geschildert) in den Knockout-Nieren zudem signifikant geringer aus als im Wildtypgewebe
(s. Abb. 18). Es lasst sich also eine oxidative Belastung des neonatalen Nierengewebes unter
postnataler MV vermuten, die durch die Blockade des IL-6-Signalwegs geringer auszufallen
scheint (s. Diskussion, Abschnitt 4.3.2.1)

3.3 Postnatale MV reguliert die Genexpression von Podozytenmarkern im
neonatalen Nierengewebe

Weil aulRerdem ein adverser Effekt von IL-6 auf die Struktur und Funktion der Podozyten
(s. Abb. 1) vorbeschrieben ist, schien eine beatmungsbedingte Schadigung dieser denkbar.
Deswegen bestimmten wir im nachsten Schritt die mMRNA-Expression der Podozytenmarker
Synaptopodin (Genname Synpo), Podoplanin (Genname Pdpn) und Podocin (Genname Pdcn)
(s. Abb. 19).

Synaptopodin ist ein Aktin-assoziiertes Protein, welches in den Ful¥fortsatzen der Podozyten

t248

vorkommt=*°. Es spielt eine wichtige Rolle fir die Funktionsfahigkeit und Integritat des

podozytaren Zytoskeletts, sowie bei der Abwehr oxidativer Schadigungsmechanismen

249

innerhalb der Podozyten®**-%'. Podoplanin wird seinerseits in der podozytaren Zellmembran

exprimiert?®2

und ist fur die regelrechte Interaktion der Ful3fortsdtze und damit die Integritat der
glomeruléren Filtrationsbarriere von Bedeutung?®®. Die Expression des Proteins Podocin kann
wiederum als podozytares Reifezeichen herangezogen werden, da es in den Podozyten erst

zu einem fortgeschrittenen Entwicklungsstadium gebildet wird?**.
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Abbildung 19: Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Synpo; B) Pdpn und C) Pdcn nach
8h mechanischer Beatmung (MV). Housekeepng-Gen: Actb. Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5): unbeatmete
Wildtyp-Kontrollmaus (WT-Co; n = 14 — 15); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV®; n = 11); unbeatmete
I16-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 15); ll6-Knockout-Maus nach MV-Exposition (IL67-MV&; n = 7 — 8).
Student’s t-Test: p = 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****). Grafische Darstellung als Mittelwert +
SEM.

In den Nieren der von uns beatmeten Wildtyp-Mause zeigte sich im Vergleich zu den
unbeatmeten Kontrollen eine signifikante Transkriptionsabnahme von Synpo (s. Abb. 19 (A)),
sowie eine signifikante Transkriptionssteigerung von Pdpn (s. Abb. 19 (B)). Die mechanische
Beatmung (MV) hatte jedoch keine statistisch relevante Auswirkung auf die
Pdcn-Genexpression (s. Abb. 19 (C)).

Auffallig waren zudem die in den //6-Knockout-Nieren insgesamt signifikant héheren mRNA-
Level aller drei Marker (s. Abb. 19 (A — C: WT-Co vs. IL6"-Co)). Ansonsten konnte festgestellt
werden, dass die Transkriptionslevel von Pdpn und Pdcn in den Nieren der beatmeten
Knockout-Tiere im Gegensatz zum Wildtyp-Pendant postinterventionell abfielen (s. Abb. 19
(B + C: WT-MV vs. IL6"-MV)).

3.4 Moglicher Pathomechanismus der podozytiaren Schadigung unter
postnataler MV: Hinweise auf eine ROS-vermittelte B-Catenin-Aktivierung im
neonatalen Nierengewebe

In verschiedenen Publikationen konnte nicht nur gezeigt werden, dass die Podozyten

d255,256

besonders anfallig gegenuber oxidativem Stress sin , sondern auch, dass dieser

Zusammenhang pathomechanisch u. a. auf eine renale p-Catenin-Aktivierung zurtickgefuhrt
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werden kann®°25"_ Entsprechend untersuchten wir nach Feststellung des oben beschriebenen
Beatmungseffekts auf die podozytare Genexpresion im nachsten Schritt die renale

B-CATENIN-Expression unserer Versuchstiere (s. Abb. 20).

A
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Abbildung 20: Messung der B-CATENIN-Proteinmenge nach 8h mechanischer Beatmung (MV) (A) mit
grafischer Darstellung der densitometrischen Western-Blot-Analysen (B). Ladungskontrolle: B-ACTIN.
Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5): unbeatmete Wildtyp-Kontrollmaus (WT-Co; n = 5); Wildtyp-Maus nach
MV-Exposition (WT-MV®"; n = 5); unbeatmete //6-Knockout-Kontrolimaus (IL67--Co; n = 5); //6-Knockout-Maus nach
MV-Exposition (IL67-MV®"; n = 5). Mann-Whitney-U-Test: p = 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****).
Grafische Darstellung als Mittelwert + SEM.

Die festgestellte signifikante Steigerung des B-CATENIN-Expressionsniveaus in den Nieren
der beatmeten Wildtyp-Mause (s. Abb. 20 (B)) stutzte unsere Annahme einer vermehrten
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und konsekutiven Podozytenschadigung unter postnataler
MV (s. 0.). Zudem zeigte sich auch hier ein tendenziell attenuierender Effekt des //6-Knockouts

auf die vermutete renale B-Catenin-Aktivierung.

3.5 Postnatale MV reguliert die Genexpression von Fibrosemarkern im
neonatalen Nierengewebe

Da die bisher prasentierten Untersuchungsergebnisse eine beatmungsbedingte
Entziindungsreaktion im neonatalen Nierengewebe belegen und Hinweise auf daraus
resultierenden oxidativen Stress liefern konnten, bestimmten wir im nachsten Schritt mittels
gRT-PCR die renale mRNA-Expression der profibrotischen Mediatoren Plasminogen Activator
Inhibitor Type 1 (PAI-1, Genname Serpine1) und Connective Tissue Growth Factor (Genname
Ctgf) (s. Abb. 21). Denn sowohl Inflammation als auch oxidativer Stress sind in der Literatur
hinreichend als Ansto flr bindegewebige Umbauprozesse in der Niere beschrieben
worden?**?% welche wiederum als gemeinsame Endstrecke chronischer Nierenerkrankungen

gelten®'?%2_ Uns interessierte entsprechend, ob wir Hinweise auf einen potenziell langfristig
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programmierenden Effekt der postnatalen Beatmungsintervention im Sinne einer frihzeitigen

renalen Fibroseinduktion wiirden finden konnen.

PAI-1 ist im klinischen Kontext vornehmlich fiir seine hamostatische Funktion als wichtigster
Inhibitor der fibrinolytisch wirksamen Enzyme Tissue Plasminogen Activator (tPA) und
Urokinase  Plasminogen Activator (uPA) bekannt®*%%*  Als  Gegenspieler der
Plasminogenaktivatoren inhibiert PAI-1 jedoch auch verschiedene Matrixmetalloproteinasen,
wodurch es bei vermehrter Expression eine Akkumulation der Bestandteile der extrazellularen
Matrix (EZM) beglnstigt?®>?*®. Neben proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-1p%”,
induziert auch der Transforming Growth Factor (TGF)-B eine renale PAI-Induktion. TGF-( gilt
in der Niere als =zentraler Entstehungsfaktor fir tubulointerstitielle Fibrose und

Glomerulosklerose?®®?° und ist dabei auf CTGF als wichtigen downstream Effektor

angewiesen?°.
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Abbildung 21: Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Serpine1 und B) Ctgf nach 8h
mechanischer Beatmung (MV). Housekeeping-Gen: Actb. Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5): unbeatmete
Wildtyp-Kontrollimaus (WT-Co; n = 14 — 15); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV®"; n = 11); unbeatmete
116-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 15); l/6-Knockout-Maus nach MV-Exposition (IL67-MV8"; n = 7 — 8).
Student’s t-Test: p = 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****). Grafische Darstellung als Mittelwert

+ SEM.

Trotz der relativ kurzen Interventions- und Beobachtungsdauer von acht Stunden konnte
bereits zum vorliegenden Untersuchungszeitpunkt ein signifikanter Anstieg der
Transkriptionsrate beider Fibrosemarker festgestellt werden (s. Abb. 21 (A + B)). Die
116-Defizienz verhinderte eine beatmungsinduzierte Mehrexpression der Fibrosemarker nicht,
resultierte aber unabhangig von der Beatmungsintervention (WT-Co vs. IL67-Co) in einer

insgesamt signifikant reduzierten renalen Ctgf-Expression (s. Abb. 21 (B)).
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3.6 Strukturelle Effekte von postnataler MV auf das neonatale Nierengewebe

AbschlieRend untersuchten wir die akuten histopathologischen Beatmungseffekte, da wir
neben einer moglichen Bindegewebsvermehrung eine beatmungsbedingte Ausreifungs-
stoérung des neonatalen Nierengewebes sowie eine Schadigung der unreifen glomerularen

Strukturen vermuteten.

3.6.1 Untersuchung von Anzahl und Durchmesser der Glomeruli nach 8h MV

Dazu wurden an PAS-gefarbten Nierenlangsschnitten zunachst die Glomeruli innerhalb der
untersuchten Nierenkortexflache ausgezahlt und vermessen (s. Abb. 22), um zu Uberprufen,
ob bereits unmittelbar nach Beendigung der achtstindigen Beatmung ein Effekt auf die
zahlenmaflige Nephronausstattung und / oder eine hyperfiltrationsbedingte glomerulare

Hypertrophie auffallen wurden (s. Abschnitt 1.2.2.1).
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Abbildung 22: Reprasentative Bildausschnitte aus den untersuchten Nierenlangsschnitten mit
exemplarischer Kennzeichnung der ausgewerteten glomeruldren Strukturen (A). Gruppenvergleichende
Gegeniiberstellung des Durchschnittswerts der Anzahl erfasster Glomeruli innerhalb der untersuchten
Nierenkortexflache (B) und des glomerularem Durchmesser (um) (C). Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5):
unbeatmete Wildtyp-Kontrollmaus (WT-Co; n = 5); Wildtyp-Maus nach MV-Exposition (WT-MV®:; n = 5);
unbeatmete //6-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 5); l/6-Knockout-Maus nach MV-Exposition (IL67--MV?2";
n = 5). Mann-Whitney-U-Test: p = 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****). Grafische Darstellung als
Mittelwert £ SEM.

Wie aus Abbildung 22 hervorgeht, konnten jedoch diesbezilglich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den vier Versuchsgruppen festgestellt werden, d. h. weder die
Beatmung noch der //6-Knockout hatten zum vorliegenden Untersuchungszeitpunkt einen

entsprechenden strukturellen Effekt auf das untersuchte Nierengewebe.
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3.6.2 Untersuchung des strukturellen Aufbaus der Nierenkortexregion nach 8h MV

Um zuletzt noch eine mdgliche Ausreifungsstdrung der nephrogenen Zone nach Beatmung
oder eine stressbedingte kompensatorische Hypertrophie kortikaler Strukturen' zu erfassen,
wurde abschlieBend das Flachenverhaltnis zwischen nephrogener Zone (also unreifem

Kortexanteil), Nierenkortex und Gesamtnierenflache bestimmt (s. Abb. 23).
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Abbildung 23: Reprasentative Nierenldngsschnitte mit exemplarischer Kennzeichnung der nephrogenen
Zone bzw. des Nierenkortex (A). Gruppenvergleichende Gegeniiberstellung des durchschnittlichen
Flachenverhiltnisses von kortikaler zu Gesamtflache (B) und nephrogener Zone zu Gesamtkortex (C).
Versuchstiere (postnataler Tag 5, P5): unbeatmete Wildtyp-Kontrollmaus (WT-Co; n = 5); Wildtyp-Maus nach
MV-Exposition (WT-MV8; n = 5); unbeatmete //6-Knockout-Kontrollmaus (IL67-Co; n = 5); ll6-Knockout-Maus nach
MV-Exposition (IL67-MV®"; n = 5). Mann-Whitney-U-Test: p = 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001
(****). Grafische Darstellung als Mittelwert + SEM.

Wahrend kein relevanter Akuteffekt von Beatmung und / oder /l6-Defizienz auf das Rinden-
Mark-Verhaltnis innerhalb der vier Vergleichsgruppen festgestellt werden konnte
(s. Abb. 23 (B)), zeigte sich in den Nieren der beatmeten Wildtypen eine breitere nephrogene
Zone als in denen der unbeatmeten Kontrollen. Dieser Beatmungseffekt war in den Knockout-
Nieren tendenziell zwar ebenfalls feststellbar, hier jedoch als statistisch nicht signifikant zu

werten (s. Abb. 23 (C)).
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des akuten renalen Effekts von postnataler

mechanischer Beatmung. Basierend auf den Vorarbeiten der AG Alcazar'® lag die Hypothese

zugrunde, dass der hohen Inzidenz von neonatalen Acute Kideny Injuries unter Beatmung®

eine IL-6-vermittelte Entzindungsreaktion zugrunde liegen konnte. Eine Blockade des IL-6-

Signalwegs wurde entsprechend als protektive Intervention angenommen.

Folgende Kernaussagen lassen sich aus den oben prasentierten Untersuchungsergebnissen

am experimentellen neonatalen Mausmodell der mechanischen Beatmung ableiten:

(1)

(2)

Postnatale mechanische Beatmung induziert Uber IL-6 eine Aktivierung inflammatorischer

Signalwege im neonatalen Nierengewebe (s. Abb. 12 bis 16).

Daraus resultieren, vermutlich als Ausdruck oxidativen Stresses, eine veranderte
Genexpression zentraler Modulatoren der mitochondrialen Biogenese, sowie eine

verminderte Expression zellzyklusregulierender Molekdle (s. Abb. 17 und 18).

Strukturell gesehen aulert sich Letzteres in einer Ausreifungsstérung der nephrogenen
Zone (s. Abb. 23). Zudem deutet die veranderte Genexpression verschiedener
Podozytenmarker auf eine beatmungsbedingte (mdglicherweise oxidative) Schadigung
der Podozyten hin (s. Abb. 19 und 20).

Angesichts der zusatzlich festgestellten frihzeitigen (wahrscheinlich in der Akutphase IL-
6-unabhangigen) Mehrexpression profibrotischer Mediatoren post interventionem lasst
sich ein langfristig adverser Effekt der postnatalen MV auf die Nierenstruktur und -funktion
vermuten (s. Abb. 21).

Die Blockade des IL-6-Signalwegs konnte einige der o. g. Schadigungsmechanismen
verhindern oder attenuieren und sollte daher als renoprotektive Interventionsmoglichkeit

zur Pravention beatmungsbedingter Nierenschadigungen erwogen werden.

Abbildung 24 zeigt eine schematische Darstellung unseres auf diesen Erkenntnissen

aufbauenden Arbeitsmodells:
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Abbildung 24. Schematische Ergebniszusammenfassung und schlussfolgerndes Arbeitsmodell.
IL-6 initiilert unter postnataler mechanischer Beatmung ein lokales Inflammationsgeschehen im
neonatalen Nierengewebe, welches mit einer Dysregulation der Zellhomdostase und Ansto3ung
profibrotischer Signalwege einhergeht. Eine Blockade des IL-6-Signalwegs attenuiert diese
Entziindungsreaktion und kénnte somit langfristige renale Folgeschaden reduzieren.
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4.1 Klinische Relevanz: Warum ist die Erforschung beatmungsbedingter
(neonataler) Nierenschadigungen bedeutsam fiir die klinische Praxis?

Bevor die diesem Arbeitsmodell zugrundeliegenden Untersuchungsergebnisse und
Uberlegungen vor dem Hintergrund des aktuellen Forschungsstands erdrtert werden, soll
zunachst kurz die klinische Ausgangslage, die uns zu unserem Projekt bewogen hat,
rekapituliert werden. Denn die praktische Relevanz des Forschungsinhalts ist fur eine sinnvolle
und gerechte Ressourcenverteilung innerhalb der medizinischen Grundlagenforschung

entscheidend, und sollte daher stets kritisch hinterfragt werden?’"%"2,

Erstens ist inzwischen hinreichend belegt, dass eine mechanische Beatmung nicht nur
pulmonale Schaden verursacht, sondern u. a. auch Acute Kidney Injuries provozieren
kann®>®. Obwohl diesbeziiglich verschiedene Pathomechanismen diskutiert werden'"®
(s. Abschnitt 1.3), gibt es in der klinischen Versorgung bisher noch keine etablierten
MaRnahmen zur Pravention oder Abmilderung dieses Beatmungseffekts®’>.

Dies mutet umso prekarer an, als akute Nierenschadigungen zweitens nachweislich mit einem
erhdhten Risiko fir die langfristige Entstehung bzw. den Progress einer CKD

einhergehen'"6274,

Frihgeborene stellen dabei eine besondere Risikogruppe dar
(s. Abschnitt 1.2.2), denn ihre Nierenunreife geht mit einer hohen Vulnerabilitdt gegeniber
renoadversen Umweltfaktoren einher und pradisponiert fir langanhaltende strukturelle und
funktionelle Folgen einer friihen Stressexposition (Developmental Origins of Health and
Disease)’®. In der neonatologischen Patientenversorgung tut sich insofern ein Dilemma auf:
Wahrend eine mechanische Beatmung zur Sicherstellung eines suffizienten Gasaustausches
bei Lungenunreife weiterhin eine lebensrettende Intervention darstellen kann'* (s. Abschnitt
1.3), muss zugleich ihr gesamtes iatrogenes Schadigungspotenzial bedacht und adressiert
werden. Der Aspekt des Risikos fiir eine beatmungsbedingte akute Nierenschadigung und die
daraus resultierende langfristige Entstehung eines chronischen Nierenfunktionsverlusts ist
dabei zu lange vernachlassigt worden'%275:27¢

Hier besteht also dringender Handlungsbedarf, da die klinische Relevanz von Ventilation-
Induced Kidney Injuries mit der steigenden Frihgeborenenrate eher zu- als abnehmen

d58,59

wir . Insbesondere, wenn man sich neben der resultierenden Akutmorbiditat und

-mortalitat®®2?’” die potenziell vermeidbaren langfristigen Folgen und einhergehenden enormen

2’8279 liegt die Notwendigkeit fur die

gesundheitsdkonomischen Kosten vor Augen fih
Entwicklung zielgerichteter praventiver MalRnahmen auf der Hand. Dazu hoffen wir mit

unserem Forschungsprojekt beitragen zu kénnen.
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4.2 Untersuchung des renalen Effekts einer postnatalen MV an der
neugeborenen Maus: Welche translationalen Chancen und Hindernisse sind zu
beriicksichtigen?

Bevor unsere Untersuchungsergebnisse im Einzelnen diskutiert werden, soll kurz das
zugrundeliegende tierexperimentelle Studiendesign (s. Abschnitt 2.1) hinsichtlich seiner
translationalen Aussagekraft gepruft werden. Denn pathophysiologische Erkenntnisse, die am
Tiermodell generiert wurden, sind in der Regel nur bedingt auf den menschlichen Organismus
Ubertragbar®®. Im Vergleich zu In-vitro-Modellen weisen Tierversuche (trotz strenger
personeller und ethischer Auflagen) gleichwohl einige translationale Vorteile auf, welche sie
fur die humanmedizinische Grundlagenforschung weiterhin unabdingbar machen. Allem voran
steht dabei die Beurteilbarkeit komplexer Wechselwirkungen verschiedener Systeme und
Einflussfaktoren innerhalb eines Gesamtorganismus (wie der pulmorenalen Interaktion unter

mechanischer Beatmung im vorliegenden Fall)?8'22,

Die Maus als Modellorganismus bietet sich fir die nephrologische Grundlagenforschung
insofern an, als eine ausreichend grof3e Verwandtschaft zur menschlichen Nierenentwicklung,

t42,283

-anatomie und -physiologie besteh Hinzu kommt die Moglichkeit der gezielten

genetischen Manipulation von Mausen, was uns den Einschluss [I6-defizienter

10-12 (5. Abschnitt 2.1) und damit die spezifische Untersuchung der Rolle von

Versuchstiere
IL-6 fUr die Pathogenese der postnatalen beatmungsbedingten Nierenschadigung ermdglicht

hat.

Durch die Untersuchung neonataler Mause, deren Nierenentwicklung noch nicht vollendet war,
wurde zudem eine Ubertragbarkeit auf menschliche Frilhgeborene angestrebt*®’
(s. Abschnitt 1.1.2). Diese ist allerdings dadurch begrenzt, dass eine echte Frihgeburtlichkeit
mit komplexen Beeintrachtigungen fast aller Organsysteme einhergeht®=%, die bei den von
uns untersuchten reifgeborenen Mausen nicht vorlag. Zudem sei auch kritisch darauf
hingewiesen, dass zum vorliegenden Interventionszeitpunkt (P5) bereits von einer
weitestgehend abgeschlossenen Nephrogenese in den untersuchten Mausenieren
auszugehen ist*'*®. Zur Uberpriifung eines méglicherweise adversen Effekts der postnatalen
Beatmung auf die quantitative Glomerulusausstattung ist unser Modell entsprechend nicht
geeignet?®%°  Da die neu entstandenen Filtrationseinheiten zum Untersuchungszeitpunkt
allerdings noch in struktureller Ausreifung begriffen waren*®, ist aber zumindest von einer
erhdhten Stresssuszeptibilitdét der glomerularen Strukturen auszugehen, wie sie auch fur

menschliche Frilhgeborene angenommen wird”” (s. Abschnitte 1.2.2 und 1.2.2.1).

Was den von uns gewahlten Beatmungsmodus (einschliel3lich Interventionszeitpunkt und

-dauer, s. Abschnitt 2.1) betrifft, so wurde dieser bereits in anderen arbeitsgruppeninternen
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Projekten erprobt'*#'"® und induziert nachweislich eine Ventilation-Induced Lung Injury (VILI)
mit lokaler Inflammation und verminderter Alveolen- sowie GefaRbildung'#?%. Es wurde somit
einerseits sichergestellt, dass unsere Intervention die nétige Effektstarke zur wahrscheinlichen
Induktion einer beatmungsbedingten Nierenschadigung haben wuirde (s. Abschnitt 1.3).
Andererseits tut sich dadurch jedoch eine Diskrepanz zwischen unserem Modell und der
klinischen Praxis auf, da in den aktuellen Leitlinienempfehlungen zur invasiven mechanischen
Beatmung Frilhgeborener ein lungenprotektiveres Prozedere vorgesehen ist®®’.
Einschrankend muss zudem bedacht werden, dass eine exakte Ubertragung der géngigen
Beatmungsmodi von Mensch auf Maus und umgekehrt aufgrund von Unterschieden in

Lungenaufbau und -physiologie letztlich nicht maglich ist?882%9,

Zuletzt sei darauf hingewiesen, dass die standardisierten und sterilen Ablaufe in Tierhaltung
und interventionellem Vorgehen sowie die enge genetische Verwandtschaft der Versuchstiere
untereinander zwar entscheidend fiir eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sind und zudem
die isolierte Untersuchung eines Schadigungsmechanismus unter Ausschluss potenzieller
Storfaktoren ermdglichen. Es darf indes nicht vergessen werden, dass dadurch eine
Vereinfachung stattfindet, die die realistische Beurteilung von gemessenen Effektstarken
erschweren. So ist davon auszugehen, dass das Ausmal einer renalen Schadigung unter
Beatmung multifaktoriell bedingt ist und u. a. durch genetische Faktoren, individuelle (z. B.
infektidse) Grunderkrankungen oder die zusatzliche Exposition gegenlber weiteren
nierenschadlichen Stressoren (z. B. nephrotoxischer Medikamentenverabreichung)

mitbeeinflusst wird®%+275,

4.3 Welcher Erkenntnisgewinn ergibt sich durch unsere Forschung beziiglich
der Pathophysiologie der postnatalen beatmungsbedingten Nierenschadigung?

Da in der Literaturrecherche zum Thema beatmungsbedingte Nierenschadigung allerdings
auffallt, dass die meisten Publikationen sich auf die Erfassung einer systemischen
Entzindungsreaktion unter Beatmung und deren Korrelation mit der Auftretens-
wahrscheinlichkeit einer AKI beschranken'®, sind modellbasierte  praklinische
Forschungsprojekte wie dieses trotz translationaler Einschrdnkungen durchaus sinnvoll, um
unser luckenhaftes Verstandnis der sich innerhalb der Niere abspielenden

Schadigungsmechanismen zu verbessern.

4.3.1 Postnatale MV initiiert eine akute, IL-6-vermittelte Inflammation im neonatalen
Nierengewebe

So war zwar bereits bekannt, dass eine mechanische Beatmung eine Mehrexpression

proinflammatorischer Mediatoren im Nierengewebe bewirken kann. In den entsprechenden
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Arbeiten wurden jedoch unseres Wissens ausschlieBlich adulte Versuchstiere untersucht'1%7
Bei diesen zeigte sich nach vierstundiger Ventilation im Gegensatz zu den von uns ventilierten
neugeborenen Mausen (s. Abb. 12) noch keine Steigerung der renalen IL-6-Expression'®’.
Unsere Untersuchungen indizieren also eine groRere renale Effektstarke der Beatmung im
neonatalen Setting und stlitzen somit die Annahme einer héheren Vulnerabilitat der unreifen

Niere (s. 0.).

Daruber hinaus sehen wir unsere Annahme einer zentralen Rolle von IL-6 fir die Entstehung
und Unterhaltung einer renalen Entzindungsreaktion unter postnataler Beatmung bestéatigt.
Denn zusatzlich zu der frihen Aktivierung des IL-6-Signalwegs (s. Abb. 12, 13, 15) stellten wir
auch eine signifikante renale Mcp1- und //1b-Transkriptionssteigerung fest, die durch den //6-
Knockout jeweils effektiv verhindert werden konnte (s. Abb. 13). FUhrt man sich die in der
Literatur beschriebenen IL-6-Wirkmechanismen vor Augen, ist der Ablauf dieser
Entzindungsreaktion etwa wie folgt denkbar (s. Abb. 24): Die Aktivierung des IL-6-Signalwegs
resultiert wahrscheinlich (wie verschiedentlich vorbeschrieben) in einer MCP-1

290291 - \oraufhin anzunehmen ist, dass das besagte Chemokin eine

Expressionssteigerung
vermehrte Einwanderung von Monozyten in das Nierengewebe bewirkt*®'-23, Daraufhin ist
eine monozytare Ausdifferenzierung zu Makrophagen anzunehmen, welche bekanntlich

ebenfalls durch IL-6 geférdert wird und zudem eine zusatzliche IL-6-Expression bedingen

139 294,295

konnte'”. AuRerdem gelten Makrophagen als wichtige IL-1B-Produzenten , €s ergibt sich
also ein mdglicher Erklarungsansatz fur den Zusammenhang der beobachteten //6- und
nachfolgenden [/1b-Transkriptionssteigerung (s. Abb. 12, 13). Da IL-1B8 seinerseits als

ist202203207 = gehen wir im Verlauf von einer

wichtiger IL-6-Stimulus dokumentiert
wechselseitigen Induktion der Entzindungsmediatoren aus. Unsere Untersuchungs-
ergebnisse legen etwa eine NF-kB-Aktivierung nahe (Abb. 14), die typischerweise im Zuge
einer IL-1B-Signalgebung erfolgt und in der Regel eine Steigerung der //6-Transkription nach
sich zieht?02203:207,

Um unsere Vermutung eines mechanistischen Zusammenhangs zwischen der beobachteten
IL-6- und IL-1B-Induktion zu Uberprifen, sind allerdings weiterfihrende Untersuchungen
notwendig. Unter anderem ware etwa ein Nachweis der angenommenen Immunzellinvasion
und -differenzierung winschenswert. Zusatzlich kénnte etwa auch eine Inflammasom-
beteiligung am beobachteten Entzindungsgeschehen untersucht werden. Denn diese
multimeren Proteinkomplexe®® sind nicht nur generell fiir die proteolytische IL-1B-Aktivierung

verantwortlich®”?® sondern auch mafRgeblich an der Entstehung pulmonaler

4 Der Oberbegriff Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs) bezeichnet nicht-mikrobielle, endogene
Zellkomponenten (z. B. ROS), die nach Zellschaden oder -untergang vermehrt aus dem Zytosol freigesetzt werden
und von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems als Antigene erkannt werden300-303,
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Beatmungsschaden beteiligt?®®. AuRerdem ist bekannt, dass eine stressbedingte vermehrte
Freisetzung von sogenannten Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs)* im
Nierengewebe - z. B. unter mechanischer Beatmung - ebenfalls zu einer
Inflammasomaktivierung fuhren kann3°-3%3, Es ergibt sich also weiteres Forschungspotenzial
(s. Ausblick).

4.3.2 Postnatale MV hat einen potenziell programmierenden Effekt auf das neonatale
Nierengewebe

Zudem muss die Frage nach der (langfristigen) Konsequenz dieses Entziindungsgeschehen
auf die Nierengesundheit gestellt werden. Denn Entziindung per se ist nicht zwangslaufig
pathologisch, sondern kann der Elimination verschiedenster Noxen sowie der Reparatur

geschadigten Gewebes dienen'6"3%,

Im Zuge anhaltender oder Uberschief3ender
Immunreaktionen werden hingegen vorzeitige Zellalterungsprozesse und eine progressive
Fibrosierung angestof3en, woraus ein dauerhafter Funktionsverlust des betroffenen Gewebes

resultiert2°8-304.305

Solche adversen Entziindungsfolgen sind auch fur Ventilation-Induced Kidney Injuries
anzunehmen. Denn die mechanische Beatmung provoziert durch resultierenden Zellstress die
Freisetzung endogener Antigene (DAMPs), wodurch es zu einer sterilen Inflammation
(inklusive Inflammasomaktivierung, s. 0.) kommen kann*¢2"_ Als sterile Inflammation wird
eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems in Abwesenheit pathogener
Mikroorganismen bezeichnet, die durch das vermehrte Auftreten von DAMPs initiiert und
aufrechterhalten wird®¢. Da die provozierte Immunreaktion unter Fortlaufen der MV nicht
resolviert werden kann, sondern durch anhaltende DAMP-Entstehung weiter befeuert wird, ist

sie also am ehesten als maladaptiv einzustufen3°0-3%

Entsprechend haben wir uns
entschieden, das Nierengewebe unserer Versuchstiere auf mdgliche frihe Anzeichen fur
langfristig programmierende Effekte der beobachteten Entziindungsreaktion hin zu

untersuchen.

4.3.2.1 Postnatale MV stort den des Zellzyklus und initiiert moglicherweise friihzeitige
Alterungsprozesse im neonatalen Nierengewebe

Tatsachlich zeigten sich bereits unmittelbar im Anschluss an die achtstiindige Beatmung
messbare Auswirkungen auf den Zellzyklus und -metabolismus in den Nieren der untersuchten
Wildtyp-Mause. Die unter Beatmung festgestellte Mehrexpression der mitochondrialen Marker
Sirt1 und Ppargc1a (s. Abb. 18) indiziert eine Dysregulation des zellularen Stoffwechsels und

kann mit einer vermehrten Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies assoziiert sein'?243309-311,

234,235

Oxidativer Stress ist eine haufige Nebenerscheinung inflammatorischer Prozesse und

kann (mitunter irreversible) DNA-Schaden verursachen®'?-3', Ein direkter Nachweis solcher
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Schaden erfolgte im Rahmen des aktuellen Projekts zwar nicht (s. Ausblick). Die ebenfalls
gemessene Transkriptionssteigerung des p21-Gens Cdkn1a (s. Abb. 17) deutet jedoch bereits

217,218

auf einen stressbedingten Zellzyklusarrest hin und ist gut mit der Annahme oxidativer

Schaden vereinbar®'>%'6,

Allerdings werden fur eine gesteigerte p21-Expression im Kontext akuter Organschaden
aktuell sowohl positive als auch negative Konsequenzen diskutiert: Einerseits wird
angenommen, dass durch die Hochregulation des antiproliferativen Signalmolekils mehr Zeit
fir die Reparatur geschadigter DNA-Sequenzen bleibt, sodass ein apoptotischer
Zelluntergang minimiert und maligne Entartungsprozesse verhindert werden konnen. Diese

|218,317
)

protektive, homdostatische Funktion von p21 konnte am Mausmodell sowohl fiir AK als

auch fiir pulmonale Beatmungsschaden®'® gezeigt werden. Andererseits gilt p21 aber auch als

224,225

Marker fur zellulare Seneszenz , also einem permanenten Zellzyklusarrest in Folge von

Uber die Zeit akkumulierter DNA-Schaden®'932°, Sowohl Inflammation (und insbesondere

IL-6)%2'323 als auch oxidativer Stress®*32°

sind als Ausldser fur frihzeitige Zellalterung
bekannt. Betroffene Zellen weisen charakteristische Veranderungen in Stoffwechsel und
Struktur auf und sekretieren bestimmte Faktoren (Senescence-Associated Secretory
Phenotype (SASP))*?®, zu denen auch die von uns untersuchten und in den Nieren der
beatmeten Tiere vermehrt exprimierten Mediatoren IL-6, MCP-1, PAI-1 und CTGF zahlen
(s. Abb. 12, 13, 21)%%328_ Kurzfristig gesehen kann die dadurch angestoRene
Entzindungsreaktion mit der einhergehenden Invasion von Immunzellen zur Beseitigung
schwer geschéadigter Zellen und Wiederherstellung der Gewebshomdostase beitragen®2°3%°,
Allerdings kénnen die rekrutierten Entziindungszellen oftmals nicht alle seneszenten Zellen
abraumen®'. Eine andauernde Sekretion der SASP-Mediatoren kann dann wiederum
Alterungsprozesse in benachbarten, urspriinglich gesunden Zellen initiieren®?®*%2, Da daraus
letztlich eine Einschrankung der regenerativen Kapazitat und die verstarkte Aktivierung

333-335

bindegewebiger Umbauprozesse resultieren , gelten vorzeitige Alterungsprozesse als

wichtiger pathogenetischer Faktor fiir chronische Nierenerkrankungen3°-%,

Zusammenfassend ergeben sich aus unseren bisher diskutierten Untersuchungen also einige
Hinweise auf moégliche langfristige Folgen einer postnatalen Beatmung auf die Niere. Diesen

sollte in kunftigen Forschungsprojekten weiter nachgegangen werden (s. Ausblick).

4.3.2.2 Postnatale MV beeinflusst die Genexpression und Signalwege in den Podozyten
des neonatalen Nierengewebes

Daruber hinaus sollte fur Folgeprojekte auch eine immunhistochemische Untersuchung des
strukturellen Beatmungseffekts auf die Podozyten in Betracht gezogen werden (s. Ausblick).

Denn es ist ein adverser Effekt von IL-6 auf die Struktur und Funktion der FufRzellen

72



338,339

vorbeschrieben , und diese gelten zudem als besonders anfallig gegenlber oxidativem

Stress?°%2%,

Aus diesem Grund erfolgte bereits im Rahmen des vorliegenden Projekts zunachst die
Bestimmung der renalen B-CATENIN-Expression, da die Aktivierung des [-Catenin-
Signalwegs aus einer vermehrten ROS-Produktion in der Niere resultieren und einen
Podozytenumbau und -untergang nach sich ziehen kann®*>?*’. Die von uns festgestellte -
CATENIN-Mehrexpression (s. Abb. 20) spricht also ebenfalls flir eine oxidative Belastung der

.5” vorbeschrieben, mit

Niere unter postnataler Beatmung und ging zudem, wie von Zhou et a
einer signifikanten Abnahme der Synpo-Transkription einher (s. Abb. 19 (A)). Da ein

Synaptopodinmangel mit einer vermehrten Produktion freier Sauerstoffradikale innerhalb der

249 340
t ™,

Podozyten assoziiert ist™* und fiir anhaltende strukturelle Podozytenschaden pradisponie
sehen wir unsere Vermutung einer inflammatorisch angesto3enen Fulzellbeeintrachtigung

durch diese Ergebnisse gestutzt.

Andererseits wird in der Literatur im Rahmen inflammatorischer Nierenschadigungen auch
eine verminderte Podocin-Expression berichtet*', die wir nach achtstiindiger MV (auf mRNA-
Ebene) nicht feststellen konnten (s. Abb. 19 (C)). Auffallig ist auch die von uns gemessene
Hochregulation der Pdpn-Transkription nach Beatmung (s. Abb. 19 (B)), da in anderen AKI-
Modellen im Gegensatz dazu eine Abnahme des podozytaren Podoplanin-Levels festgestellt

wurde?%2342,

Der Vergleich unserer Ergebnisse mit denen der hier zitierten Publikationen ist jedoch durch
die unterschiedlichen Untersuchungsmethoden (im vorliegenden Projekt mittels qRT-PCR, in

den zitierten Arbeiten mittels immun(histo)chemischer Nachweismethoden?°%341342)

nur
eingeschrankt moglich, da sich die Genexpression nicht zwangslaufig in einer entsprechenden
Proteinmenge widerspiegeln muss (dabei spielen Faktoren wie die individuelle
Translationseffizienz oder die Proteinhalbwertszeit eine Rolle®**, s. Abschnitt 4.5). Denkbar
ware jedoch etwa, dass die von uns festgestellte Pdpn-Expressionssteigerung Ausdruck einer
transkriptionellen Kompensation eines ventilationsbedingten Proteinverlusts sein kénnte. Da
Podoplanin zudem kein podozytenspezifischer Marker ist, sondern z. B. auch in den
Zellmembranen von lymphatischen Endothel-*** und verschiedenen Immunzellen

vorkommt345:346

, ist die beobachtete Mehrtranskription post ventilationem maéglicherweise aber
auch als weiteres Indiz fir eine renale Entziindungsreaktion mit entsprechender Zellinvasion

zu werten (s. Ausblick).
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4.3.2.3 Postnatale MV verzogert die strukturelle Ausreifung und initiiert ein
profibrotisches Expressionsmuster im neonatalen Nierengewebe

Bisher lasst sich festhalten, dass eine postnatale mechanische Beatmung im Nierengewebe
ein IL-6-vermitteltes Entzindungsgeschehen verursacht, woraus oxidativer Stress und eine
Interruption des renalen Zellzyklus zu resultieren scheinen.

Zusatzlich kann trotz des frihen Untersuchungszeitpunkts (unmittelbar im Anschluss an die
achtstiindige Intervention) eine signifikante Transkriptionssteigerung der profibrotisch
wirkenden Mediatoren Serpine? und Ctgf%®-27%347 perichtet werden (s. Abb. 21). Der Anstol
bindegewebiger Umbauprozesse ist, wie bereits erwahnt, eine wichtige maladaptive

Entzindungsfolge*®34

und gilt zudem als gemeinsamer Pathomechanismus verschiedener
Nierenpathologien, aus dem Uber die Zeit ein fortschreitender Nierenfunktionsverlust
resultieren kann?'?%2, Denn die kompensatorische Hyperfiltration der verbliebenen (nicht
fibrotisch veranderten) Filtrationseinheiten fuhrt ihrerseits zu glomerularer Hypertrophie und
strukturellen Kapillarschaden®* (s. Brenner-Hypothese, Abschnitt 1.2.2.1), wodurch eine
voranschreitende Fibrosierung weiter angetrieben wird®*®*%°, Da unsere Untersuchungs-
ergebnisse eine profibrotische Wirkung der postnatalen Beatmung auf das unreife
Nierengewebe nahelegen, kann moglicherweise ein programmierender Effekt der Intervention
auf die langfristige Nierengesundheit angenommen werden. Dabei spielt die strukturelle
Nierenunreife unserer Versuchstiere eine besondere Rolle, weil eine postnatale
Stressexposition die extrauterine Entstehung und Reifung neuer Glomeruli in Quantitat und

49-5168-73 (5. Abschnitt 1.2.2). Entstiinden also unter postnataler

Qualitat beeintrachtigen kann
Beatmung weniger und / oder strukturell aufféllige Filtrationseinheiten, konnte dies
gegebenenfalls einen frihzeitigen Anstol des besagten Circulus vitiosus aus Hyperfiltration

und glomeruldrem Untergang bedeuten.

Allerdings konnten wir in der histopathologischen Untersuchungen unserer Nierenquerschnitte
keinen signifikanten Effekt der postnatalen Beatmung auf die zahlenmaRige
Nephronausstattung feststellen (s. Abb. 22). Bei der Bewertung dieser Beobachtung missen
jedoch zwei wichtige Einschrankungen unseres Modells (s. Abschnitte 4.2 und 4.5) bedacht
werden: Erstens ist davon auszugehen, dass die Nephrogenese der untersuchten Tiere zum
gewahlten Interventionszeitpunkt (P5) bereits weitestgehend abgeschlossen war*'“, sodass
die Beatmung diesen Prozess primar gar nicht wesentlich beeintrachtigt haben kann. Und
zweitens spiegeln unsere Daten aufgrund des kurzen Beobachtungszeitraums lediglich eine
Momentaufnahme der akuten Schadigungsphase wider. Das heil3t, dass ein potenzieller
Nephronuntergang als langerfristige Folge der beatmungsbedingten Entziindungsreaktion

nicht erfasst werden konnte.
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Auch in den Publikationen von Staub et al.?® und Sutherland et al.**°, in denen der
renostrukturelle Effekt einer postnatalen MV jeweils am Lammmodell untersucht wurde, war
die Nephronneubildung der untersuchten Tiere trotz Frihgeburtlichkeit bereits abgeschlossen,
sodass eine ahnliche Limitation hinsichtlich der Einschatzung des quantitativen
Beatmungseffekts auf die Glomerulusausstattung unter laufender Nephrogenese gegeben
war. Jedoch berichten die Autoren eine beatmungsbedingte Beeintrachtigung des postnatalen
kapillaren  Wachstums mit funktionell relevanter Reduktion der glomerularen

Filtrationsoberflache?®%34°

. Entsprechende Untersuchungen wurden fiir das vorliegende
Projekt nicht vorgenommen. Stattdessen zielte unsere Bestimmung des durchschnittlichen
glomerularen Durchmessers auf die Feststellung einer hyperfiltrationsbedingten Hypertrophie
ab'®""7® Dass sich auch diesbeziglich kein signifikanter Beatmungseffekt zeigte (s. Abb. 22),
ist wahrscheinlich wiederum auf den frihen Untersuchungszeitpunkt zurlickzuflihren. Denn
auch die postnatale Sauerstoffexposition im Vorgangerprojekt unserer Arbeitsgruppe
resultierte erst nach mehrwdchiger Latenz in einer Glomerulushypertrophie'® (s. Abschnitt

1.4.2).

Ein Vorteil des friihen Untersuchungszeitpunkts im vorliegenden Projekt liegt jedoch in der
Méoglichkeit der Beurteilung der nephrogenen Zone (also des noch in Reifung befindlichen
Kortexabschnitts*®). Dass die Nieren der beatmeten Wildtyp-Mause im Vergleich zu den
unbeatmeten Kontrollen einen groferen relativen Anteil unreifer Kortexabschnitte am
Gesamtkortex aufwiesen (s. Abb. 23), Iasst auf eine ventilationsbedingte Ausreifungsstérung
innerhalb des neonatalen Nierengewebes schlieflen. In Zusammenschau mit der ebenfalls
festgestellten Mehrexpression des p21-Gens Cdkn1a (s. Abb. 17) Iasst sich diese strukturelle
Auffalligkeit gut mit der oben erérterten Annahme eines stressbedingten (IL-6-vermittelten)

Zellzyklusarrests in Einklang bringen (s. Abschnitt 4.3.2.1).

4.4 Ist IL-6 ein geeigneter Angriffspunkt fur die zielgerichtete Pravention
postnataler Ventilation-Induced Kidney Injuries?

Dieser reifungsverzégernde Beatmungseffekt zeigte sich zwar tendenziell auch in den Nieren
unserer l/6-defizienten Versuchstiere (IL67-Co vs. IL67-MV), der GroRenunterschied der
nephrogenen Zone war hier jedoch als statistisch nicht signifikant zu bewerten (s. Abb. 23). Da
der ll6-Knockout zudem mit einem signifikant geringeren Cdkn1a-Expressionsanstieg nach
Beatmung und — unabhangig von der MV — einer héheren Expression von E2f1 und PCNA
einherging (s. Abb. 17), kann also ein proliferativer Effekt des Knockouts auf das unreife
Nierengewebe vermutet werden. Auch die (unabhangig von der Beatmung) gesteigerte
MRNA-Expression des Podozytenmarkers Podocin (s. Abb. 19) spricht fir eine akzelerierte

Reifungstendenz in den li6-defizienten Nieren?*3%,
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Zum jetzigen Zeitpunkt bleibt unklar, ob dieser Knockouteffekt sich langfristig als renoprotektiv
oder -advers erweisen wirde. Denn wie oben beschrieben kann sich ein p21-vermittelter
Zellzyklusarrest durchaus positiv auf das Outcome nach akuter Nierenschadigung
auswirken?'83'7 (s. Abschnitt 4.3.2.1), wahrend sein Ausbleiben in einer hoheren Fehlerquote
bei der zelluldren Replikation und dadurch vermehrtem Zelluntergang resultieren kann®'. Um
einen physiologisch-protektiven Effekt der p21-vermittelten Zellzyklusunterbrechung von einer
beatmungsbedingten vorzeitigen Seneszenzinduktion, und damit den langfristigen Effekt des
II6-Knockouts (protektiv vs. advers) besser beurteilen zu kénnen, sind folglich weitere
Untersuchungen mit groRerer Latenz zum akuten Schadigungsgeschehen indiziert
(s. Ausblick).

Neben der Unklarheit bezluglich eines Vor- oder Nachteils des scheinbar
reifungsakzelerierenden, proliferativen //6-Knockout-Effekts, fiel in den entsprechenden Nieren
auch die verminderte Transkriptionssteigerung von Sirt1 und Ppargc1a nach Beatmung auf
(s. Abb. 17). Dies koénnte einerseits eine Reduktion des oxidativen Stresslevels durch
Verhinderung des IL-6-vermittelten Entzindungsgeschehens anzeigen. Andererseits gilt eine
Expressionssteigerung besagter Regulatoren im Kontext oxidativer und inflammatorischer

243,309-311

Nierenschadigungen als protektiv , wahrend ein PGC-1a-Mangel in verschiedenen

215352353 ynd bei CKD-Patienten mit einem

AKI-Modellen mit einem schlechten Outcome
héheren Fibrosierungsgrad der Niere assoziiert werden konnte®'?. Interessanterweise zeigt
sich zudem eine Diskrepanz zwischen der von uns in diesem Projekt festgestellten,
herunterregulierenden Wirkung des Knockouts auf die renale mMRNA-Expression von Sirt1 und
Ppargc1a und dem im Vorgangerprojekt von Jasmine Mohr et al.'® beschriebenen
gegenteiligen Effekt nach postnataler Sauerstoffexposition. Die damaligen Untersuchungen
resultierten in einer signifikant gesteigerten Transkription besagter Gene in den Nieren der
lI6-Knockout-Mause im Vergleich zu den genetisch unmodifizierten Tieren. AulRerdem zeigte
sich eine effektive Unterdriickung der Hyperoxie-bedingten profibrotischen Prozesse in den
li6-Knockout-Nieren'®, wahrend unsere Expressionsbestimmung der Fibrosemarker Serpine1
und Ctgf unmittelbar nach Beendigung der mechanischen Beatmung (noch) nicht auf einen
antifibrotischen Effekt der [l6-Defizienz schlielen lieR (s. Abb. 21). Eine solche
Ergebnisdivergenz kann auf unterschiedliche Faktoren zurlickzufihren sein, darunter das
primare Schadigungsausmal® und der Untersuchungszeitpunkt (so erfolgten die
Untersuchungen im Vorgangerprojekt nach mehrwdchiger postnataler Sauerstoffexposition
und wurden zudem zu einem spateren Zeitpunkt nach Beendigung der Stressexposition

wiederholt'?).
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Zudem kann IL-6 je nach zeitlichem und situativem Kontext verschiedene, zum Teil
gegenlaufige Prozesse anstoflen®*. Diese pleiotrope Wirkweise des Zytokins ist noch nicht
abschlief3end erforscht, was in der therapeutischen Anwendung einer gezielten IL-6-Blockade
zu Unsicherheiten bezlglich mdglicher adverser Effekte auf den Gesamtorganismus fuihren

kann - vor allem wahrend vulnerabler Entwicklungsphasen*>-2%",

Andererseits umfasst das konventionelle Vorgehen bei (postnatalem) beatmungsbedingtem
Biotrauma bzw. (neonatalen) AKls insgesamt bisher keine spezifische Therapie®®>%.
Stattdessen wird haufig auf eine kortikosteroidbasierte Immunsuppression zurtickgegriffen,
obwohl diese nachweislich mit verschiedenen, teilweise schwerwiegenden systemischen
Nebenwirkungen einhergeht®***°.  Daher wird die Forderung nach zielgerichteten
Therapieanséatzen - auch in der neonatologischen Versorgung - zunehmend lauter?’3%61362,
Das Zytokin IL-6 scheint insoweit ein geeigneter therapeutischer Angriffspunkt, als es in den
letzten Jahren zunehmend als Schlisselmediator im Kontext verschiedener entzindlicher
Nierenpathologien'?3%0-363364 (s Abschnitt 1.4.2), sowie im Kontext pulmonaler und

126,120-132171 jdentifiziert werden konnte. AufRerdem haben

systemischer Beatmungsschaden
klinische Studien im Rahmen der rezenten COVID-19-Pandemie gezeigt, dass die klinische
Anwendung  von IL-6-Rezeptor-Inhibitoren  zu  einer  Mortalitatssenkung bei

beatmungspflichtigen Patienten mit systemischer Entziindungsreaktion fihren kann¢°3°¢,

In der Summe lasst unser Nachweis einer effektiven Verhinderung der beatmungsbedingten
Entzindungsreaktion im neonatalen Nierengewebe durch den //6-Knockout (s. Abschnitt 3.1,
Abb. 12 - 15) weiterfuhrende Untersuchungen zur Klarung der langfristigen renalen Folgen
einer /I6-Defizienz bzw. des renalen Effekts einer praventiven Anti-IL-6-Therapie (vor / unter

Beatmung) sinnvoll und vielversprechend erscheinen (s. Ausblick).

4.5 Limitationen dieser Arbeit

Es wurde bereits mehrfach auf die translationalen Limitationen unseres Tiermodells
eingegangen (s. insb. Abschnitt 4.2). Dartber hinaus wurde an einigen Stellen zusatzlich auf
methodisch bedingte Einschrankungen der Aussagekraft unserer Ergebnisse verwiesen, die

hier noch einmal systematisch zusammengefasst werden sollen:

Zum einen ist flr das vorliegende Projekt ausschlieBlich das Nierengewebe der beatmeten
Mause untersucht worden. Entsprechend kénnen keine Riickschliisse auf den Initiationsreiz
der beobachteten renal-intrinsischen Entzindungsreaktion geschlossen werden, da wir die
EinflussgrofRen von hamodynamischen, nervalen oder immunologischen Beatmungseffekten
(s. Abschnitt 1.3)) nicht differenzieren kénnen (s. Ausblick).
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Zum anderen fehlen funktionelle Daten, die auf das Vorliegen einer akuten Nierenschadigung
im klinischen Sinne schlieRen lassen wirden (s. Acute Kidney Injury, Abschnitt 1). Ohne die
Erhebung solcher klinischen Endpunkte ist die Aussagekraft unserer Ergebnisse limitiert, da
z. B. protektive Effekte einer //6-Defizienz vermutet, jedoch nicht belegt werden kdnnen.
Dartber hinaus ist ein //6-Knockout nicht mit einer therapeutischen direkten Blockade des
IL-6-Signalwegs gleichzusetzen (s. Ausblick), denn die Ausschaltung eines Gens kann
erwiesenermallen zu transkriptionellen Kompensationsmechanismen im Sinne einer

Expressionssteigerung anderer Gene mit ahnlichen Wirkprofil fihren®’.

Was unsere Untersuchungsmethoden angeht, ist u. a. die begrenzte Aussagekraft der gqRT-
PCR-Untersuchungen zu nennen: Eine blofRe Transkriptionssteigerung oder -senkung
korreliert nicht unbedingt mit einer tatsachlichen Veranderung auf Proteinebene®*®. Konkret
kann hier das Beispiel der beobachteten Pdpn-mRNA-Expressionssteigerung (s. Abb. 19 (B))
herangezogen werden, bei der bis auf Weiteres ungeklart bleibt, ob sie mit der von anderen
Arbeitsgruppen  festgestellten Zunahme der podozytaren PODOPLANIN-Protein-
expression?°2342
Proteinuntergang (s. Abschnitt 4.3.2.2)).

Aus diesem Beispiel geht auch die Notwendigkeit weiterfuhrender (sensitiverer) histologischer

vereinbar ist (z. B. als Kompensationsmechanismus bei beatmungsbedingtem

Untersuchungen hervor, mit denen akute strukturelle Beatmungsschaden an den Podozyten
oder dem glomerularen Kapillarknauel detektiert werden koénnten (s. Abschnitt 3.6.1,
s. Ausblick). Dasselbe gilt fir einen direkten Nachweis einer Kollagenmehrproduktion, die
aufgrund der von uns beobachteten Serpinei- und Ctgf-Transkriptionssteigerung unter
Beatmung (s. Abb. 21) zwar erwartbar, aber nicht definitiv bewiesen ist. In diesem Kontext sei
auch erneut darauf hingewiesen, dass sich insbesondere Nachuntersuchungen zu einem
spateren Zeitpunkt (mit groRerer Latenz zum akuten Schadigungsgeschehen) anbieten. Diese
sollten neben strukturellen auch funktionelle Gesichtspunkte beinhalten, um auf das
langfristige Schadigungspotenzial der postnatalen Beatmung im Sinne einer frihen

,Programmierung® schlieen zu kénnen (s. Abschnitt 3.2, s. Ausblick).

Aus den vorgenannten Grunden sollte die Deutung unserer Ergebnisse insgesamt noch
zurtckhaltend erfolgen. Letztlich bleiben sie in vielerlei Hinsicht deskriptiver Natur, da die
mechanistischen Zusammenhange zwischen der Beatmungsintervention (und / oder dem
I16-Knockout) und den resultierenden Expressionsanpassungen weitgehend ungeklart bleiben.
Um diese Zusammenhange besser zu verstehen, kdnnen auf Basis unserer Daten allerdings
weiterfihrende, gezieltere Forschungsfragen formuliert werden, sodass dieses Projekt
unseres Erachtens einen wichtigen frihen Beitrag zur Entwicklung zielgerichteter

Therapieansatze flur postnatale renale Beatmungsschaden leisten konnte.
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4.6 Ausblick
Deshalb sollen abschlieRend einige inhaltliche und methodische Vorschlage fur mogliche

Folgeprojekte gemacht werden:

Anpassung des Tiermodells zur besseren Abbildung des renalen Effekts von

Frihgeburtlichkeit: Da die Nephronneubildung in den untersuchten Mausen zu dem von uns
gewahlten Interventionszeitpunkt (P5) bereits als weitestgenend @bgeschlossen anzunehmen
ist*'® kann unser Tiermodell den strukturellen Beatmungseffekt unter laufender postnataler
Nephrogenese (wie sie bei beatmeten Frilhgeborenen anzunehmen ist**=*") nicht abbilden
(s. Abschnitt 4.2). Entsprechend sollte fur zuklnftige Projekte ein friherer
Interventionszeitpunkt oder ggf. die alternative Untersuchung von Ratten, deren

Nephrogenese postnatal langer anhalt*®®3%° erwogen werden.

Klarung des pulmorenalen Induktionsmechanismus der neonatalen VIKI: Unabhangig vom

Alter der beatmeten Tiere ware zudem eine zuséatzliche Untersuchung der pulmonalen und
plasmatischen Expression von Entzindungsmediatoren unter und nach Beatmung
wunschenswert, um durch den Vergleich der jeweiligen zeitlichen Expressionsdynamiken
(pulmonal / systemisch / renal) die Annahme einer sich von der Lunge systemisch
ausbreitenden Inflammation als Induktionsmechanismus fir das renalen Entziindungs-

geschehen Uberprufen zu kénnen (s. Biotrauma-Hypothese, Abschnitt 1.3).

Weiterfiihrende Untersuchung der mechanistischen Zusammenhange unserer

Beobachtungen: Wie oben bereits angemerkt, sind unsere Ergebnisse in groRen Teilen

deskriptiv, da die kausalen Zusammenhange zumeist noch ungeklart bleiben. Um diesen
weiter nachzugehen, scheint etwa eine immunhistochemische Untersuchung zur quantitativen
Bestimmung und Differenzierung von Entziindungszellen im Nierengewebe lohnend, um zu
uberprifen, inwiefern eine IL-6-vemittelte Monozyteninvasion und -differenzierung tatsachlich
zu der beobachteten //1b-Expressionssteigerung beitragt (s. Abschnitt 4.3.1). Mdglich ware
zum Beispiel die Verwendung von CD68- und MHC-II-Antikérpern zur immunhistochemischen
Darstellung von aktiven Makrophagen im Nierengewebe®’°.

Dariber hinaus empfehlen wir auch die Uberpriifung einer = DAMP-vermittelten
Inflammasomaktivierung unter Beatmung (s. Abschnitt 4.3.1), etwa mittels Western-Blot-
Analyse des renalen Caspase-1-Expressionslevels®".

Um auflerdem einen quantitativen Nachweis der von uns angenommenen DNA-Schadigung
im Zuge einer vermehrten ROS-Bildung zu erbringen und damit das langfristige
Schadigungspotenzial der Beatmung besser objektifizieren zu kénnen (s. Abschnitt 4.3.2.1),
sind arbeitsgruppenintern bereits immunhistochemische Untersuchungen mit Antikdrpern

gegen 8-Oxoguanin- und y-H2AX geplant®"*%",
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Sensitivere Erfassung des strukturellen Beatmungseffekts auf das neonatale Nierengewebe:

Bezlglich der Untersuchung besagten langfristigen renalen Schadigungspotenzials einer
postnatalen Beatmung sollte zudem in zukinftigen Projekten wie im Vorgangerprojekt von
Jasmine Mohr et al. ein zweiter Untersuchungszeitpunkt mit ausreichender Latenz zur akuten
Schadigungsphase eingeschlossen werden (d. h. ein Teil der Tiere sollte nicht unmittelbar
nach Beendigung der Beatmung, sondern erst nach einem ausreichend langen
beatmungsfreien Intervall getotet werden)'®. Zu diesem spéateren Untersuchungszeitpunkt
empfiehlt sich der erneute Gruppenvergleich von durchschnittlicher Anzahl und Grofle
glomerularer Strukturen, da sich diese Untersuchungen im vorliegenden Projekt zwar als nicht
sensitiv genug fur die Detektion akuter glomerularer Beatmungsschaden erwiesen haben
(s. Abschnitt 4.3.2.3), ein langfristiger hyperfiltrationsbedingter glomerularer Untergang und
kompensatorische Hypertrophie jedoch nicht auszuschlieen sind. Zusatzlich erscheint eine
histologische Untersuchung hinsichtlich einer durch die Akutschadigung angestof3enen
renalen Fibrosierung (etwa durch eine Anfarbung kollagener Strukturen mittels Pikro-Siriusrot-

374)

Farbung®"™) sinnvoll.

Um dennoch auch frihzeitige glomerulare Veranderungen detektierten zu kénnen, kénnte
z. B. in Anlehnung an das Vorgehen von Sutherland bzw. Staub et al. eine Bestimmung der
glomerularen Kapillarlange und der sich daraus ergebenden renalen Filtrationsoberflache

285349 oder auch eine hochauflésende elektronenmikroskopische Untersuchung der

erfolgen
renalen Filtrationseinheiten geplant werden. Dabei sollte insbesondere die strukturelle
Integritat der Podozyten als wichtiger Bestandteil der glomerularen Filtrationsbarriere
untersucht werden, da unsere Ergebnisse eine beatmungsbedingte Dysregulation des
podozytaren Stoffwechsels anzeigen (s. Abschnitt 4.3.2.2). Gegebenenfalls kdnnte (alternativ)
auch eine gezielte immunhistochemische Analyse der podozytaren Proteinexpression erfolgen
(denkbar ware beispielsweise eine Untersuchung des Podoplanin- /  Podocin-

Expressionsmusters am histologischen Praparat?°341342),

Einbezug funktioneller Daten zur Anknipfung an die klinische Forschung: Insgesamt sollte

zudem die Erhebung funktioneller Daten angestrebt werden (z. B. GFR, Serum- und Urin-
Kreatinin, Albuminausscheidung'), die die Beurteilung des Vorliegens einer
beatmungsbedingten Acute Kidney Injury im klinischen Sinne erlauben und (bei
entsprechenden spateren Nachuntersuchungen, s. o.) ggf. einen progressiven Nieren-
funktionsverlust belegen wurden. Zudem wéare so eine bessere Bezugnahme zu klinischen

Studien gegeben, es ergabe sich also ein translationaler Vorteil.
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Untersuchung des renalen Benefits einer praventiven Anti-IL-6-Antikorpergabe vor Beatmung:

Insbesondere wirde durch den Einbezug funktioneller Daten auch eine bessere Beurteilbarkeit
des protektiven Effekts einer IL-6-Blockade ermoglicht. Wie bereits mehrfach angesprochen,
sind zur abschlieBenden Bewertung der Sinnhaftigkeit einer solchen Blockade auRerdem die
Untersuchungen des (funktionellen und strukturellen) //6-Knockout-Langzeiteffekts notwendig.
Um zusatzlich der méglichen Wirkdiskrepanz zwischen Gen-Knockout und direkter Blockade
auf Proteinebene (s. Abschnitt 4.5) zu begegnen, sollte darliber hinaus parallel die Wirksamkeit
einer antikérperbasierten Anti-IL-6-Therapie geprift werden. Entsprechende Untersuchungen

sind Bestandteil eines aktuellen Forschungsprojekts der Arbeitsgruppe Alcazar.

5. Fazit

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine postnatale mechanische Beatmung mit
21-prozentiger inspiratorischer Sauerstofffraktion im neonatalen Nierengewebe ein akutes
Entzindungsgeschehen mit friher Aktivierung des IL-6/STAT3-Signalwegs induziert, wodurch
eine Stérung der zellularen Homdostase (im Sinne einer veranderten Expression von Markern
der mitochondrialen Biogenese und der Zellzyklusregulation), sowie eine profibrotische
Signalgebung und gegebenenfalls friihzeitige Zellalterungsprozesse angestoflen werden.
Dadurch ergibt sich ein neuer Einblick in die intrarenalen Ablaufe einer Ventilation-Induced

Kidney Injury.

Dabei tragt insbesondere die Feststellung der mechanistischen Schlisselrolle von IL-6
innerhalb des lokalen Schadigungsgeschehens zu einer wertvollen Erweiterung des aktuellen
pathophysiologischen Verstandnisses bei, zumal sich ein entziindungshemmender Effekt des
lI6-Knockouts erwartungsgemaly bestatigen lieR. Da unsere Ergebnisse zudem einige
Parallelen zu den Erkenntnissen aus dem Hyperoxie-basierten nAKI-Vorgadngermodell unserer
Arbeitsgruppe aufweisen', scheint die weitere Erforschung einer anti-IL-6-basierten Strategie
zur zielgerichteten Therapie bzw. Pravention renaler Beatmungsschaden im postnatalen
Setting durchaus vielversprechend. Zwar sind weiterfihrende Untersuchungen indiziert, um
einen entsprechenden (kurz- und langfristigen) Benefit einer solchen therapeutischen
Intervention zu belegen. In Summa machen unsere Ergebnisse jedoch Mut bezuglich kiinftiger

Entwicklungen in der klinischen Versorgung Friihgeborener.
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Schematische Darstellung des Nierenaufbaus ............cccooeiiiiiiiiiiiiiniinnn.
[Erstellt mit BioRender.com].

Schematische Darstellung der stadienhaften Nierenentwicklung ..................
[Modifiziert nach Moore et al. (2016)*3, Figure 12-6: Development of permanent kidney.
Abbildungsgenehmigung erteilt durch Elsevier (Lizenznummer: 1463325-1)].

Gegeniiberstellung des zeitlichen Ablaufs der Nierenentwicklung bei Mensch
(reif- vs. frilhgeboren) und Maus .......cccoiiiiiiin
[Modifiziert nach Cullen-McEwen et al. (2016)*¢, Figure 3.6: Comparative timeline of
nephrogenesis in different species. Abbildungsgenehmigung erteilt durch Elsevier
(Lizenznummer: 5747200692193)].

Exemplarische Auflistung von gesundheitlichen Akut- und Spatkompli-
kationen nach Frihgeburtlichkeit ..........ccoiiiiiiiiiii e
[Modifiziert nach Morniroli et al. (2023)%4, Table 1: Poor outcomes caused by prematurity and
described in the literature. Abbildungsgenehmigung per CC-BY-4.0-Lizenz
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)].

Schematische Darstellung der Hyperfiltrations-Hypothese nach Brenner ......
[Erstellt mit BioRender.com].

Schematische Gegentiberstellung der urspriinglichen und aktuellen
Pathogenese einer Bronchopulmonalen Dysplasie ...........ccocovciiiiininnnne,
[Erstellt mit BioRender.com].

Pulmorenaler Crosstalk: Bekannte Pathomechanismen der beatmungs-
bedingten Nierenscha@digung ..o
[Modifiziert nach Kuiper et al. (2019)"'5, Figure 122.1: Mechanical ventilation affects the
kidney through three distinct mechanisms. Abbildungsgenehmigung erteilt durch: Elsevier
(Lizenznummer: 5747180168700)].

Schematische Darstellung des IL-6/JAK/STAT Signalwegs ..........ccccceveneniense.
[Modifiziert nach Camporeale und Poli (2012)'°, Figure 1: IL-6 signalling and trans-
signalling. Abbildungsgenehmigung erteilt durch Professorin Valeria Poli@ (Urheberin).
Erstellt mit Biorender.com].

Schematische Darstellung des Tierversuchsaufbaus .............cccooiviieiiniinnans
[Erstellt mit BioRender.com].

Reprasentativer Nierenldngsschnitt (A) mit exemplarischer Kennzeichnung
von B) Renaler Gesamtflache; C) Kortexareal; D) Nephrogener Zone ............
[Erstellt mit Paint S (Version 7.8.3, & &)].

Prinzip der quantitativen Real-Time PCR nach dem SYBR-GREEN-I- und
TagMan-Verfahren ... e rere e e e e as
[Modifiziert nach Cao et al. (2020)'%®, Figure 5: Schematic diagrams of SYBR Green | and
TagMan assays during PCR procedures of denaturation, annealing, and extension.
Abbildungsgenehmigung per CC-BY-4.0-Lizenz
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)].

Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) //6 und B) /l/1b nach
4h mechanischer Beatmung (MV) ..o e

[Datenerhebung durch Dr. med. Celien Kuiper-Makris®. Erstellt mit GraphPad Prism (Version
7.04, GraphPad Software)].
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Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) /I6; B) l11b; C) Mcp1
und D) Tnfa nach 8h mechanischer Beatmung (MV) ..........ccceiiiiiniiinincienenns
[Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software)].

Messung der p65 Proteinmenge nach 8h mechanischer Beatmung MV (A) mit
grafischer Darstellung der densitometrischen Western-Blot-Analysen (B)
[Datenerhebung durch Frau Christina Vohlen®. Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04,
GraphPad Software) und Image Lab (Version 5.2.1, Bio-Rad Laboratories GmbH)].

Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Socs3 und der
(p)STAT3-Proteinmenge (B) nach 8h mechanischer Beatmung (MV) mit
grafischer Darstellung der densitometrischen Western-Blot-Analysen (C - E)
[Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software) und Image Lab (Version
5.2.1, Bio-Rad Laboratories GmbH)].

Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Myd88; B) Irak4;
C) Irak1; und E) Traf6 nach 8h mechanischer Beatmung (MV) ......................
[Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software)].

Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Cdkn1a und B) E2f1
und der PCNA-Proteinmenge (C) nach 8h mechanischer Beatmung (MV)
mit grafischer Darstellung der densitometrischen Western-Blot-Analyse

) PR
[Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software) und Image Lab (Bio-Version

5.2.1, Rad Laboratories GmbH)].

Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Sirt1 und
B) Ppargc1a nach 8h mechanischer Beatmung (MV)............ccooiiiiiiiiiinnianee
[Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software)].

Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Synpo; B) Pdpn und
C) Pdcn nach 8h mechanischer Beatmung (MV) ........ccciiiiiiiiiiininienn.
[Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software)].

Messung der B-CATENIN-Proteinmenge nach 8h mechanischer Beatmung
(MV) (A) mit grafischer Darstellung der densitometrischen Western-Blot-
N T 11T 0 T = ) S
[Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software) und Image Lab (Version
5.2.1, Bio-Rad Laboratories GmbH)].

Messung der relativen renalen mRNA-Expression von A) Serpine1 und B) Ctgf
nach 8h mechanischer Beatmung (MV) ......cccocoiiiiiiiiiiiiiniinneene
[Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software)].

Reprasentative Bildausschnitte aus den untersuchten Nierenldngsschnitten
mit exemplarischer Kennzeichnung der ausgewerteten glomeruldren
Strukturen (A). Gruppenvergleichende Gegeniiberstellung des Durch-
schnittswerts der Anzahl erfasster Glomeruli innerhalb der untersuchten
Nierenkortexfliche (B) und des glomerulirem Durchmesser (um)
0

[Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software) und Microsoft Powerpoint
(Version 16.84.1, Microsoft Corporation)].

Reprasentative Nierenldangsschnitte mit exemplarischer Kennzeichnung der
nephrogenen Zone bzw. des Nierenkortex (A). Gruppenvergleichende
Gegeniiberstellung des durchschnittlichen Flachenverhéltnisses von
kortikaler zu Gesamtflache (B) und nephrogener Zone zu Gesamtkortex
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[Erstellt mit GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software) und Microsoft Powerpoint
(Version 16.84.1, Microsoft Corporation)].

Abb. 24: Schematische  Ergebniszusammenfassung und  schlussfolgerndes

Arbeitsmodell ........... e
[Erstellt mit BioRender.com].
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