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Einleitung und Ziel der Dissertation

1 Einleitung und Ziel der Dissertation

In Deutschland leiden nach aktueller Datenlage ca. 100.000 Menschen an einer
dialysepflichtigen Nierenkrankheit (1) deren Ursachen von der arteriellen Hypertonie
bis hin zur diabetischen Nephropathie sowie autoimmunen Erkrankungen, wie dem
systemischen Lupus erythematodes (SLE), bis hin zu hereditaren Nierenfehlbildungen
reichen. Aufgrund des Fortschritts in der modernen Transplantationsmedizin hat sich
die Transplantation heute als Mittel der Wahl bei terminalen Organerkrankungen
etabliert. Somit steht den Betroffenen mit der Nierentransplantation eine
erfolgsversprechende und technisch ausgereifte Therapiemethode zur Verfiigung (2).
Wahrend die Uberlebensraten stetig wachsen, stellt jedoch die chronische
Transplantatdysfunktion weiterhin eine der primaren Ursachen von Langzeitschaden
und Organverlusten dar.

Neben der Transplantation mit dem Fokus auf dem Erhalt des Nierentransplantats ist
ein vorgeschaltetes Ziel der Erhalt der Nierenfunktion. Um diesen Aspekt ebenfalls zu
bertcksichtigen wird in vorliegender Arbeit ein besonderes Augenmerk auf den SLE
und die damit einhergehende Lupus-Nephritis als eine haufige Ursache fur
Nierenkomplikationen gelegt (3). Forschungsbemihungen konzentrieren sich darauf,
die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu analysieren, um potenzielle
therapeutische Ansatze zu entwickeln, um die Nierenfunktion zu erhalten oder
alternativ die Transplantationsprognose von Nierenpatienten mit Lupus-Nephritis zu

verbessern.

Die Ursache chronischer Abstoldungsreaktionen entspringt einer multifaktoriellen
Genese. Es zeigte sich, dass der Tumornekrosefaktor-a (TNFa) als
proinflammatorischer Faktor und proapoptotisches Zytokin hierbei eine wesentliche
Rolle spielen (4). Vor allem ist das Zinkfingerprotein A20, auch als TNFa-
induzierendes Protein 3 (TNFAIP3) bekannt, als wesentlicher Faktor zu nennen (5).

Das Zinkfingerprotein A20 entspricht einem bedeutenden Regulator des
Immunsystems und spielt eine entscheidende Rolle bei der Verminderung der TNFa-
vermittelten Apoptose, sowie bei Entzindungsreaktionen, und zwar durch Hemmung
der TNFa-, Interleukin-1- und Toll-like-Rezeptor-4-vermittelten Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB. Es wurde nachgewiesen, dass A20 sowohl im Gewebe
als auch in Lymphozyten an der Pathogenese entzundlicher und autoimmuner
Erkrankungen beteiligt ist (4). Weiter ist bekannt, dass A20 bei diversen
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Autoimmunerkrankungen, zum Beispiel der rheumatoiden Arthritis, dem Morbus
Crohn, der Psoriasis oder dem SLE, eine signifikante Rolle spielt (6). Dabei reguliert
A20 die Signalwege, die zur Aktivierung der Entzindungsreaktion fihren, und
interagiert mit verschiedenen Proteinen, um die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB, sowie anderer proinflammatorischer Signalwege zu hemmen (7). So kommt es
bei einer gestdérten A20-Funktion zu einer Ubermalligen Aktivierung des NF-kB- und
weiterer proinflammatorischer Signalwege, was wiederum zu vermehrten
Entzindungsreaktionen fuhrt und in verschiedenen Autoimmunerkrankungen
resultieren kann (8). Eine gestorte A20-Funktion kann durch unterschiedliche Faktoren
verursacht werden, beispielsweise Genmutationen und epigenetische Veranderungen
(8). Auch vermdgen oxidativer Stress oder eine gestorte Protein-Homdostase zu
Storungen der A20-Funktionen zu flhren, ebenso wie bestimmte Infektionen,
beispielsweise durch Viren oder Bakterien (9). Vorhergehende Untersuchungen
zeigten eine vermehrte Expression von A20 in CD4+, CD11b+, CD19+ und CD14+
Zellen nach Nierentransplantationen (10). Zudem wiesen Patienten mit T-Zell-
vermittelter Abstoflung im weiteren Verlauf dieser Analysen eine hohere A20-
Expression in peripheren Blutleukozyten auf, als solche ohne AbstolRungsreaktion
(10). Hierzu passend zeigten Transplantate bei Vorliegen einer T-Zell-vermittelten
AbstoRung eine starkere A20-Expression infiltrierender Lymphozyten (10).

Nach dem aktuellen Stand der Forschung spielt das Zinkfingerprotein A20 potenziell
eine Rolle bei Alloimmunprozessen in Verbindung mit einer Nierentransplantation.
Welche Rolle jedoch das Zinkfingerprotein A20 fir den Ischamie- bzw.
Reperfusionsschaden eines Nierentransplantats bzw. die Transplantatschadigung
nach Nierentransplantation durch AbstoRungsreaktionen im klinischen Bereich spielt,
ist bisher unklar.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher die nachfolgenden Forschungsaspekte
beleuchtet.

Zunachst wurden die vermuteten protektiven Effekte von A20 in Bezug auf
Nierentransplantationen und autoimmunbedingte Entziindungsprozesse untersucht.
Darlber hinaus wurde untersucht, inwiefern sich die A20-Expression nach Stimulation
zwischen immunkompetenten, sowie -inkompetenten Patienten und Mausen mit

systemischem Lupus unterscheidet.

Hierbei wurden konkret die Expression von A20 unter verschiedenen

pathophysiologischen Bedingungen analysiert, um neue Erkenntnisse uUber seine
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Bedeutung in der Transplantationsmedizin und bei systemischen Entzindungen zu
gewinnen.

Um die erste Fragestellung zu bearbeiten, wurde der Fokus der Versuche zunachst
auf die Rolle von A20 nach Nierentransplantationen gelegt. Hierzu wurden Biopsien
von Transplantatpatienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten mithilfe von
Immunhistochemie und qPCR analysiert, um die A20-Expression in verschiedenen
Zelltypen zu bestimmen. Zusatzlich fand eine Untersuchung von A20- positiven Zellen
im Patientenblut von Nierentransplantatempfangern statt, wobei
durchflusszytometrische  Analysen  verwendet wurden, um  spezifische

Immunzellpopulationen wie T- oder B-Zellen und Makrophagen zu charakterisieren.

Zur Beantwortung der zweiten Fragestellung wurde in vitro die Expression von A20 in
renalen Tubulusepithelzellen und Makrophagen analysiert.

Neben dem Vergleich primarer Zellen aus gesunden Probanden und SLE-Patienten
wurden Zellen aus MRL-Fas?-Mausen verwendet. Zellen aus C57BL/6J-Mausen

wurden zum Vergleich genutzt.

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Das Zinkfingerprotein A20

Das Zinkfingerprotein A20, im Jahr 1990 erstmalig von der Arbeitsgruppe um Vishva
Dixit beschrieben (11), ist als zytoplasmatisches Protein an inflammatorischen,
autoimmunen und neoplastischen Prozessen beteiligt (12). Als bifunktionelles
Ubiquitin-editierendes Protein beeinflusst A20 durch inhibitorische Funktionen die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), indem es die entsprechenden voranstehenden,
entzindungsférdernden Signalwege unterbricht (6). Dabei ist NF-kB fir die
Entstehung inflammatorischer und autoimmuner Prozesse verantwortlich und erfullt
somit eine zentrale Funktion im angeborenen, sowie im erworbenen Immunsystem.
Unter anderem werden hierbei die NF-kB-aktivierenden Signalwege fir die
Tumornekrosefaktoren a (TNFa) und Interleukin 1 (IL-1) moduliert (13). Weitere

Funktionen des NF-kB-Signalweges umfassen unter anderem die Induktion der
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Proliferation verschiedener Zelltypen, die Angiogenese, die Modulation anti-

apoptotischer Funktionen und die Induktion proinflammatorischer Gene (14).

2.1.1 Historische Einordnung

Im Jahre 1990 entdeckten Dixit et al. bei einem Experiment zur Untersuchung der
Entstehung von Entzindungsprozessen in humanen Nabelvenenendothelzellen das
Zinkfingerprotein A20. Es wurden die Endothelzellen mit hochpotenten
proinflammatorischen Zytokinen, genauer TNF, IL-1 und Lipopolysacchariden (LPS),
stimuliert, wobei drei bis dahin unbekannte Genprodukte quantitativ nachgewiesen
werden konnten. Die Expression eines dieser Genprodukte stieg besonders nach der
Exposition mit TNFa frihzeitig an, weshalb das Zinkfingerprotein A20 ebenfalls TNF-
Induced Protein 3 (TNFAIP3) genannt wird (11).

2.1.2 Struktur und Expression des Zinkfingerproteins A20

Das aus 13 Exons mit 790 Aminosauren bestehende A20-Protein liegt auf
Chromosom 6 am Genlokus g23.3 (15), wobei das A20-Gen als inflammatorisches
Early-Response-Gen  fungiert und somit in der frihen Phase von
Entzindungsprozessen aktiv ist. Nachfolgend wird die molekulare Struktur des
Zinkfingerproteins A20 kurz beschrieben.

Am N-Terminus befindet sich die Ovarialtumor-(OTU)-Domaéane, die die Funktion einer
spezifischen Lysin-K63-Deubiquitinase besitzt (16). Mithilfe dieser Domane kann das
RIP1-Protein an seinem Lysin K63 deubiquitiniert und damit inaktiviert werden; somit
kann A20 Ubiquitin-Polymere entfernen (17). Der C-Terminus besteht dagegen aus
sieben Zinkfingerstrukturen, die die Lysin-K48-Polyubiquitierung ermoglichen (15),
wobei die E3-Ubiquitinligase in der Zinkfingerdomane 4 eine wesentliche Rolle spielt.
Durch die, auf die Aminosaure Lysin Ubertragenen, Polyubiquitinketten wird das RIP1-
Protein fir den Abbau durch das 26S-Proteasom markiert (18), wodurch A20 mithilfe
dieser Ubiquitin-modifizierenden dualen Funktion die Funktion und den Abbau
entsprechender Zielproteine steuern kann. Die Ubiquitinierung entspricht also einem
posttranslationalen Regulationsmechanismus, Uber den durch Anhaftung von
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Ubiquitinmonomeren bzw. -polymeren die Funktion, der Aufbau oder der Abbau von

Proteinen gesteuert wird.

Des Weiteren findet die Expression des Zinkfingerproteins A20 in jeder Korperzelle auf
einem niedrigen Niveau statt. Durch kérpereigene Botenstoffe, zum Beispiel TNFa
oder IL-1, sowie durch bakterielle Bestandteile wie LPS, und Viren, etwa das Epstein-
Barr-Virus, kann die Expression hochreguliert werden (12). Vor allem in Zellen des
Immunsystems wird A20 konstitutiv exprimiert und bei Stimulation induziert. Hierbei
sind besonders Zellen der lymphatischen Organe, wie der Milz und des Thymus, aber
auch B- und T-Lymphozyten zu nennen (19). Die Aktivierung der T-Zellen fahrt im
Folgenden allerdings zu einer Abnahme der A20-Expression. Grund hierfur ist die
Rekrutierung von A20 in den CARMA1-Bcl10-MALT1-Komplex, der den T-Zell-
Rezeptor mit dem klassischen NF-kB-Signalweg verbindet. Darin wird das Protein A20

abgebaut und die Expression zusatzlich tber eine Promotormethylierung inhibiert (20).

2.1.3 Die Rolle von A20 im NF-kB-Signalweg

Im Rahmen der Immunantwort, der Zellproliferation und der Apoptose spielt der NF-
kB-Signalweg eine fundamentale Rolle, wobei zwischen dem klassischen und dem
alternativen Signalweg unterschieden wird (14). Bei NF-kB handelt es sich zudem um
eine primare Rapid-acting-Transkriptionsfaktorfamilie, die sich wiederum aus Homo-
und Heterodimeren der Reticuloendotheliosis-Virus-Protein(Rel)-Proteinfamilie
zusammensetzt (21). Mit ihrer Aktivitat in allen Zellen haben diese die Fahigkeit, eine
Vielzahl von Genen zu regulieren. Die NF-kB-Komplexe bestehen aus
untergeordneten Proteineinheiten, die an einer Domane von 300 Aminosauren
angehangt sind. Derzeit sind finf Untereinheiten bekannt (14), wobei jeweils die Rel-
Homologie-Domane  (RHD), die @ DNA-bindende @ Domane und eine
Dimerisierungsdomane charakteristisch sind. An Letzterer verandert sich durch
unterschiedliche Dimerbildungen die jeweilige Spezifitdt von NF-kB fur die jeweiligen
Aktivator- und Promotorsequenzen, wobei sie durch Phosphorylierung die eigene
Transkriptionsfaktoraktivitat regulieren und dadurch die Expression der Zielgene
modulieren kann. Auch enthalt die RHD die nukleare Lokalisationssequenz (NLS), die
ein Durchdringen der Zellkernmembran ermdglicht. Die Proteine p105/p50, auch als
NF-kB1 bekannt, und p100/p52, auch unter der Bezeichnung NF-kB2 laufend,
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enthalten eine fur sie typische glycinreiche Region (GRR). Sie gehdren aufgrund ihrer
Ankyrin-Repeat-Domane (ANK) ebenfalls zur IkB-Proteinfamilie und haben zudem
eine inhibitorische Wirkung auf NF-kB. An der GRR werden die Proproteine p105 und
p100 durch Proteasomen ATP-, sowie magnesiumabhangig gespalten und so unter
Verlust der Transaktivierungsdomane in die aktiven Proteine p50 und p52 uberfuhrt
(21). Ebenso besitzen diese Proteine an ihrem C-Terminus eine Death-Doméane (DD),
wahrend RelA, auch p65, analog zu RelB und c-Rel, am C-Terminus ebenfalls eine
Transaktivierungsdomane aufweist, wobei RelB zusatzlich einen Leuzinzipper am N-
Terminus besitzt (13, 22).

Durch Komplexbildung mit Inhibitoren von NF-kB (IkB) werden die Dimere in
unstimulierten Zellen inhibiert. Bei Stimulation werden die Komplexbindungsdomanen
durch Phosphorylierung mittels des IkB-Kinase-Komplexes (IKK) deaktiviert und im
Anschluss daran die I|kB-Molekule durch Polyubiquitinierung an Lysin 48 in
Proteasomen abgebaut, womit die Freisetzung des NF-kB-Komplexes
ubiquitinabhangig erfolgt. Der IKK seinerseits besteht aus zwei Kinaseuntereinheiten
(IKK1 und IKK2), sowie dem NF-kB-essenziellen Modulator (NEMO) (21, 23).
Bekannte NF-kB-Induktoren umfassen reaktive Sauerstoffspezies (ROS), TNFa, IL-1,
bakterielle LPS und Endothelin-1 (24). Ferner wirken, je nach Signalweg und Rezeptor,

verschiedene intrazellulare, membranstandige Proteine an der Signaltransduktion mit.

2.1.4 Der klassische Signalweg

Am Anfang des klassischen Signalweges stehen inflammatorische Zytokine wie TNFa
und IL-1 oder PAMPs wie LPS. Auch kann er durch Wachstumsfaktoren und den
Cluster of Differentiation (CD) 40 stimuliert werden (13). Diese binden an Rezeptoren

der IL-1- oder der TNF-Rezeptorfamilie oder an Toll-like-Rezeptoren (14).

Durch die Aktivierung eines membranstandigen Rezeptors der TNF-Rezeptorfamilie
kommt es Uber die Bindung des Adapterproteins TRADD (TNF-associated receptor
death domain) an den zytoplasmatischen Teil des TNF-Rezeptors zur Bindung von
TRAF2 (TNF-receptor-associated Factor 2) und zur Aktivierung spezifischer Kinasen
(21). Dazu gehdren die NIK (NF-kB-induzierbare Kinase) und die Mitogen-aktivierte
Protein-Serin-Threonin-Kinase (MAPK), wobei die NIK die IKK aktiviert, die wiederum
IkB phosphoryliert und polyubiquitiniert. Im Weiteren wird kB durch das 26S-
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Proteasom abgebaut, und die nun aktiven sowie freien NF-kB-Dimere konnen mithilfe
der NLS in die Zellkernmembran translozieren und sich dort an die spezifischen
Promotorsequenzen binden (21). Das Zinkfingerprotein A20 verbindet sich ebenfalls
mit TRAF2, wobei seine Expression, im Sinne eines negativen
Feedbackmechanismus, durch die NF-kB-Aktivierung stimuliert werden kann. Dadurch
hemmt A20 die TRAF2-induzierte Aktivierung von NIK und damit weiterfiUhrend die
Aktivierung von NF-kB (18).

Ferner erfolgt die flr die Regulation von NF-kB erforderliche Ubiquitinierung
bedeutender Signalmolekile durch drei Enzyme (E1-E3), wobei E1 als
ubiquitinaktivierendes Enzym bezeichnet wird, E2 das Ubiquitin-konjugierende Enzym
darstellt und E3 die Funktion einer Ubiquitin-Ligase erfullt (7). Im NF-kB-Komplex
existieren zudem potenziell ubiquitinierungsfahige Lysinreste (K6, K11, K27, K29, K33,
K48 und K63), wobei K48 und K63 im Rahmen der Einfiihrung des NF-kB-Signalweges
bereits erwahnt wurden. Mit seiner E3-Ligase-Domane kann A20 uber die DUB-
Aktivitat K63 deubiquitinieren und Uber die OTU-Domane K48 polyubiquitinieren. Die
K63-Polyubiquitinkette ist fur die Zellsignalisierung von Bedeutung, wahrend die K4 8-
Polyubiquitinkette den proteosomalen Abbau katalysiert. Bei der zuvor beschriebenen
Interaktion von A20 mit dem TNF-Rezeptor entfernt A20 die Polyubiquitinkette von K63
des rezeptorinteragierenden Proteins 1 (RIP1), wodurch es zur Destabilisierung des
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren (TNFR)-Komplexes und gleichzeitig zur Blockade
nachgeschalteter Signalmolekile kommt (25). Zusatzlich wird das RIP1 durch eine

Polyubiquitinierung an K48 proteosomal abgebaut.

Um diese Modifikationen durchfihren zu kénnen, bildet das Zinkfingerprotein A20
einen Komplex mit TAX1BP1, wobei es sich um ein stabilisierendes Adapterprotein
handelt, das die Bindung an K63 ermdglicht. Zusatzlich sind der ABIN (A20-bindender
Inhibitor der NF-kB-Aktivierung), das E3-Ubiquitin-Ligase-Ringfinger-Protein 11
(RNF11) und die Itchy-E3-Ubiquitin-Protein-Ligase (ITCH) am Komplex beteiligt (26,
27). Der Komplex aus A20, TAX1BP1, ABIN, RNF11 und ITCH kann nun die NF-kB-
Kaskade inhibieren.

Die Transkriptionsaktivitat von NF-kB muss streng reguliert werden, um eine
Schadigung des Wirts durch eine anhaltende Aktivierung im Kontext einer
Immunantwort zu verhindern. Im Rahmen dieser Regulation existieren mehrere

Ruckkopplungsschleifen, unter anderem durch das Zinkfingerprotein A20, die die
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Homoostase aufrechterhalten. Bei Tierversuchen mit A20-Knock-out-Mausen, zeigten

sich systemische Entztindungsreaktionen und eine verkurzte Lebenserwartung (28).

2.1.5 Weitere relevante Signalwege

Ein weiterer relevanter Signalweg, der durch A20 beeinflusst wird, ist die IL-1-/TLR-
Kaskade. Durch die Stimulation des IL-1-Rezeptors durch IL-1 oder des TLR durch
LPS binden sich die myeloische Differenzierungsprimarantwort 88 (MyD88) und in
diesem Fall TRAF6 an den intrazellularen Rezeptoranteil. Mithilfe der E2-Ligase
Ubc13/H5 kann sich die Polyubiquitinierung von K63 und nachfolgend die Aktivierung
der NF-kB-Kaskade ereignen. Nach erfolgter Induktion bildet A20 einen bekannten
Komplex mit TAX1BP1, wonach am TRAF6-Rezeptoranteil die Polyubiquitinketten an
K63 durch den TAX1BP1-A20-Komplex abgespalten werden, was den
weiterfihrenden Ablauf des Signalweges inhibiert (6). Zusatzlich wird durch A20 das

E2-Enzym polyubiquitiniert und im Anschluss daran proteasomal abgebaut (7).

Weitere Signalwege, auf die A20 direkten Einfluss hat, sind der NOD-1/2-, der TCR-,
der RIG1- und der IL-17-Signalweg. Alle diese Kaskaden munden in einer NF-kB-
Aktivierung und einer darauffolgend vermehrten Transkription sowie Induktion

verschiedener Gene, inklusive des A20.

Zusatzlich kann das A20-Protein durch einen negativen Ruckkopplungsmechanismus
in allen Signalwegen nach Induktion ebenso durch IKK phosphoryliert werden und
somit den Transkriptionsfaktor NF-kB verstarkt hemmen (29). Nachfolgend werden

weitere assoziierte Signalwege kurz beleuchtet.

Die Rezeptoren der Nukleotid-bindenden Oligomerisierungsdoman-Familie (NOD)
stellen intrazellulare Sensoren zur Erkennung pathogen-assoziierter molekularer
Muster (PAMPs) nach Phagozytose dar. Bei Aktivierung der NOD1/2-Rezeptoren wird
RIP2 zum Rezeptor rekrutiert, woraufhin es durch clAP1/2 mit K63-verknlpften
Polyubiquitinketten versehen wird, was zur sich anschlielenden Aktivierung von NF-
KB und zum Ablauf der zuvor, im klassischen Signalweg beschriebenen, Kaskade
fuhrt. Hierbei wirkt A20 der NF-kB-Aktivierung entgegen, indem es die K63-
verknupften Polyubiquitinketten von RIP2 entfernt und dadurch die Aktivierung
terminiert (23).
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Bei der Stimulation des TCR durch Antigen- und Co-stimulation werden die
Proteinkinase C und der CARMA1/Bcl10/Mucosa-assoziierte, lymphoide Gewebe-
Lymphom-Translokationsprotein(MALT)1(CBM)-Komplex rekrutiert sowie aktiviert.
Darauf schlie3t sich die mit MALT1-K63 verknupfte Polyubiquitination durch TRAF6
an, was wiederum die Aktivierung des IKK-Komplexes und die darauffolgende NF-kB-
Signalgebung bewirkt. Hierbei spielt A20 eine signifikante Rolle, indem es die K63-
verknupften Polyubiquitinketten von MALT1 entfernt und dadurch die NF-kB-
Aktivierung hemmt. Damit moduliert A20 den TCR-Signalweg in T-Zellen und wirkt als
Feedback-Inhibitor, um die T-Zell-Aktivierung und -Proliferation zu kontrollieren. Die
Regulierung der Starke sowie der Dauer der IKK/NF-kB-Antwort bei TCR/CD28-Co-
stimulation durch A20 wird durch die Entfernung von K63-verknupften Ubiquitinketten
von MALT1 katalysiert. Durch das Entfallen dieser Ketten verhindert A20 letztlich eine
anhaltende Interaktion zwischen ubiquitiniertem MALT1 sowie dem IKK-Komplex und

dient somit als negativer Regulator der induzierbaren IKK-Aktivitat (30).

Des Weiteren erflllt A20 eine zentrale Funktion bei der Regulierung der Apoptose,
denn es kann den programmierten Zelltod sowohl positiv als auch negativ
beeinflussen, abhangig von den Signalen und den Bedingungen in der Zelle. Es ist
bekannt, dass A20 in einigen Fallen den programmierten Zelltod unterdricken kann,
wahrend es ihn in anderen Situationen fordert. Jedoch ist der genaue
Regulierungsmechanismus der Apoptose durch A20 noch nicht vollstandig geklart; es
existieren lediglich Hypothesen und Studien, die darauf hindeuten, dass A20 auf
verschiedene Weise in den Prozess der Apoptose eingreifen kann (31). Die Fahigkeit
des A20, die Apoptose zu beeinflussen, kann zur Regulation des Aktivitatszustandes
von NF-kB fuhren. Eine Aktivierung des Signalweges vermag die Expression
antiapoptotischer Gene zu foérdern und die Zelle vor dem Zelltod zu schitzen,
wohingegen eine Hemmung zu einer erhdhten Apoptose flihren kann (32). Eine
weitere Maoglichkeit, wie A20 die Apoptose beeinflusst, zeigt sich durch seine
Interaktion mit anderen Proteinen im Apoptose-Signalweg; beispielsweise kann A20
mit dem Protein RIPK1 interagieren, das als bedeutender Regulator der Apoptose
dient. Dadurch ist A20 in der Lage, die Aktivitat von RIPK1 zu hemmen und somit die
Apoptose zu regulieren. Schlielich steuert A20 auch die Aktivitdt anderer Enzyme,
die an der Apoptose beteiligt sind; zum Beispiel kann es die Aktivitat von Caspase-8

hemmen, eines bedeutenden Enzyms, das den apoptotischen Signalweg aktiviert.
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2.1.6 Ablauf der Apoptose und Nekroptose

Im Folgenden wird der genaue Ablauf der Apoptose und Nekroptose geschildert.
Durch die Bindung des TNF an den TNF-Rezeptor 1 wird der Komplex | induziert,
wobei der E3-Ligase-Zellinhibitor des Apoptoseproteins 1/2 und der lineare Ubiquitin-
Kettenbaukomplex nach ihrer Aktivierung die K63- und M1-Polyubiquitinierung
verschiedener Signalkomponenten férdern. A20 sichert das Uberleben der Zellen,
indem es den durch Cylindromatose (CYLD) vermittelten Abbau M1-verknUpfter
Ubiquitinketten in Komplex | verhindert. In Abwesenheit von A20 ist CYLD jedoch in
der Lage, die M1-Ketten zu hydrolysieren, was die Bildung des Komplexes |l fordert,

die Caspase-8 aktiviert und schlielich zur Apoptose fuhrt.

Die Aktivierung des TNF-verwandten Apoptose-induzierenden Liganden (TRAIL)-
Rezeptors fuhrt zum Aufbau des todesinduzierenden Signalkomplexes (DISC). An
dieser Stelle hemmt A20 die Aktivierung, indem es die Caspase-8 deubiquitiniert und
darlber hinaus die Rezeptor-interagierende Kinase 1 (RIPK1) ubiquitiniert, um ihre
Rekrutierung in die DISC zu erleichtern und die Caspase-8-Aktivierung zu
unterdricken. Dadurch werden RIPK3 und das gemischte Kinasedomanen-ahnliche
Protein (MLKL) zum Komplex Il rekrutiert, um das Nekrosom zu bilden. An dieser Stelle
wird die Zelle durch Membranporen getdtet und gefahrenassoziierte molekulare
Muster (DAMPs) freigesetzt. Dagegen schrankt A20 die Nekroptose-Induktion ein,

indem es RIPKS3 deubiquitiniert, um das Nekrosom zu destabilisieren (31).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das Zinkfingerprotein A20 eine
signifikante Rolle bei der Regulation des NF-kB- und anderer Signalwege spielt. Es
kontrolliert die Entzindungsreaktion und die Immunitat, indem es direkt an
Signalkomplexe von NF-kB bindet und dadurch dessen Aktivierung hemmt. Auch kann
A20 Uber negative Riuckkopplungsschleifen beendet werden und somit die Aktivierung
von NF-kB nach einer Entzindungsreaktion storen. Diese Funktion wiederum tragt
dazu bei, den immunreagiblen Gewebsschaden im Anschluss an eine Infektion zu
beenden (7, 33). Demgegenuber fluhren Fehlfunktionen von A20 potenziell zu
uberschieRender Aktivierung von NF-kB und somit zu chronischen Entziindungen
sowie verschiedenen Erkrankungen (7, 34).
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2.1.7 Die pathophysiologische Rolle von A20

Durch die ubiquitare Expression von A20 kdnnen Mutationen oder Verluste im A20-
Gen zu einer Dysfunktion des Proteins fihren. Dadurch kann es zur unkontrollierten
oder Uberschielenden Aktivierung von NF-kB kommen, was dann wiederum potenziell
chronische Entzindungsreaktionen sowie verschiedene Krankheiten hervorruft (35).
Mehrere Erkrankungen aus dem Spektrum des autoimmunen oder malignen
Formenkreises sind mit einer fehlerhaften Funktion der A20-modulierten Kaskade
assoziiert. Es wurde festgestellt, dass eine A20-Haploinsuffizienz eine entscheidende
Rolle bei der Pathogenese des A20-Funktionsverlustes spielt (36). Hierbei handelt es
sich um eine heterozygote TNFAIP3-Mutation, die zu einem funktionellen Verlust des
A20-Proteins fihrt. Diese Mutation verursacht eine reduzierte Expression des A20-
Proteins, was wiederum zu einer gestorten Kontrolle des NF-kB-Signalwegs und zu

chronischen Entziindungsreaktionen flhrt.

Bei autoimmunen Erkrankungen ruft eine unkontrollierte Aktivierung von NF-kB
verstarkte autoinflammatorische Prozesse hervor. Es wurde gezeigt, dass A20 bei
verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, der
ankylosierenden Arthritis, dem SLE, der systemischen Sklerose und dem Sjogren-
Syndrom eine bedeutende Rolle spielt (37). Ebenso wird A20 ein Effekt bei der
Pathogenese des Morbus Behget zugeschrieben, einer systemischen, autoimmunen
Vaskulitis des rheumatischen Formenkreises (38). Eine A20-Dysfunktion ist des
Weiteren bei pulmonalen Erkrankungen relevant, zum Beispiel der zystischen Fibrose
(39). Auch besteht eine Verbindung zwischen einer A20-Defizienz und chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen (CED), indem eine unzureichende Expression von

A20 zu CED, wie dem Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, fuhren kann (8).

Eine gestorte Regulation von NF-kB durch A20 ist ebenfalls an der Onkogenese
beteiligt. Studien wiesen nach, dass A20 das Tumorwachstum hemmen kann, und
dass A20-Defekte wiederum bei verschiedenen Krebsarten wie Lymphomen,
Melanomen und gastrointestinalen Tumoren haufig vorkommen (40, 41). Auch kann
eine gestorte Kontrolle des NF-kB-Signalweges durch A20 zu einer erhdhten

Anfalligkeit fur Infektionen und zu einer Immuninkompetenz fihren (42).

Insgesamt spielt A20 also eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der

Homoostase des Immunsystems und seiner Entzindungsreaktionen. Eine gestorte

11
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Funktion von A20 kann somit in verschiedenen Pathologien resultieren, die mit

Entzindungen und unkontrolliertem Zellwachstum verbunden sind.

2.1.8 Zusammenhang zwischen B- und T-Lymphozyten und dem

Zinkfingerprotein A20

2.1.8.1 Die B-Lymphozyten

Die B-Lymphozyten beschreiben eine Unterart von Leukozyten, die wiederum Teil des
adaptiven Immunsystems sind, und spielen eine bedeutende Rolle bei der Abwehr von
Infektionen sowie der Bildung von Antikérpern zur Immunantwort. Auch sind B-
Lymphozyten an der Bildung des Gedachtnisses des Immunsystems beteiligt, wodurch
dieses in der Lage ist, schnell auf eine erneute Exposition gegenlber einem bekannten
Erreger zu reagieren. Naive B-Zellen haben noch keine Antigene erkannt und sind
bereit, auf eine Infektion oder Impfung zu reagieren. Plasmazellen, auch reife B-
Effektorzellen, konnen eine groRe Menge an Antikorpern produzieren und geben diese
in den Blutkreislauf ab, wonach die Antikorper Bakterien, Viren oder andere schadliche
Substanzen erkennen und neutralisieren kénnen. B-Gedachtniszellen bleiben im
Korper und kénnen schnell reagieren, wenn ein bekanntes Antigen erneut auftritt,
weshalb sie fur die langfristige Immunitat gegen Krankheiten von Bedeutung sind.
Regulatorische B-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der Regulierung der
Immunantwort, indem sie entzindungshemmende Molekule produzieren und die
Aktivierung von T-Zellen hemmen, wobei Antigen-prasentierende B-Zellen Antigene
auf ihrer Oberflache darbieten und so die Aktivierung von T-Zellen foérdern kdnnen. Sie

sind fur die Koordination der Immunantwort relevant (43).

Das Zinkfingerprotein A20 dient als Feedback-Inhibitor von Signalwegen, die von
bestimmten Zellrezeptoren aktiviert werden, zum Beispiel den TNFR. In B-
Lymphozyten kann A20 die Aktivierung von NF-kB hemmen, indem es die Signalwege
von B-Zell-Rezeptoren und TLRs moduliert (44). Studien belegen, dass eine A20-
Defizienz in B-Lymphozyten mit einer erhdhten Aktivierung von NF-kB und einer
zunehmenden Sensibilitat fir CD40- sowie B-Zell-Rezeptor-Liganden und damit einer
gesteigerten Entzindungsreaktion verbunden ist (45). Das Zinkfingerprotein scheint
an der Regulierung der intrazellularen Homoéostase beteiligt zu sein und flhrt durch
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die Defizienz zu einer Immuninkompetenz oder zu autoinflammatorischen Prozessen
(46). Daneben wurde nachgewiesen, dass eine Uberexpression von A20 in B-
Lymphozyten zu einer reduzierten Entzindungsreaktion und einer Unterdrickung von

Autoimmunerkrankungen fuhren kann (27).

2.1.8.2 Die T-Lymphozyten

T-Lymphozyten beschreiben ebenfalls eine Unterart der Leukozyten, die im
Knochenmark gebildet wird und im Thymus ausreift. Dort entwickeln sie Rezeptoren,
die es ihnen ermoglichen, spezifische Antigene zu erkennen und die
Membranzusammensetzung der verschiedenen Korperzellen zu tGiberwachen (43). Es
existieren mehrere Arten von T-Lymphozyten, darunter CD4+- und CD8+-T-Zellen.
Erstere sind auch als Helfer-T-Zellen bekannt und unterstitzen die Koordination der
Immunantwort, indem sie andere Zellen des Immunsystems stimulieren, zum Beispiel
die B-Lymphozyten, die Antikorper produzieren, oder die Makrophagen, die
Fremdkorper phagozytieren. Des Weiteren sezernieren die Zellen des Immunsystems
verschiedene Zytokine. Durch IL-12 und Interferon-y findet die Differenzierung zur
Th1-Zelle statt, wahrend IL-4 und IL-6 eine Differenzierung zur Th2-Zelle bedingen.
Daneben werden CD8+-T-Zellen auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet und
konnen in infizierten Zellen Uber die Fas- bzw. FasL-Signalwege die Apoptose

auslosen (43).

Die Aktivierung von T-Lymphozyten erfolgt durch das Erkennen spezifischer Antigene,
die von Antigen-prasentierenden Zellen, beispielsweise dendritischen Zellen,
bereitgestellt werden. Nach der Aktivierung teilen sich die T-Zellen und differenzieren
sich zu effektorischen Zellen, die eine spezifische Immunantwort durchflihren, oder zu
Gedachtniszellen, die eine schnellere und starkere Immunantwort auf eine spatere

Exposition gegenuber demselben Antigen ermdglichen (44).

Stérungen der T-Lymphozyten-Funktion resultieren haufig in einer erhdhten
Anfalligkeit fur Infektionen oder Autoimmunerkrankungen, wobei CD4+-T-Helferzellen
die Immunantwort koordinieren, indem sie Antigene auf den antigenprasentierenden
Zellen erkennen und Uber Zytokinausschittungen andere Zellen des Immunsystems
aktivieren. Angeregte Th1-Lymphozyten férdern Uber die Ausschittung von
Interferon-y, IL-2 und TNFa die Aktivierung und Differenzierung von Makrophagen,
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wohingegen Th2-Lymphozyten Uber Zytokine und zellstandige Molekile mit B-
Lymphozyten interagieren und damit wiederum deren Antikdrperproduktion férdern.
Dieser essenzielle Schritt fur die humorale Abwehr erfolgt durch ein typisches
Zytokinmuster. Th17-Lymphozyten sind nach dem von ihnen produzierten IL-17
benannt und spielen eine zentrale Rolle bei der Aktivierung neutrophiler Granulozyten,
was sie mit Autoimmunerkrankungen und chronischen Entzindungen in Verbindung
bringt. Dabei bewirkt IL-17 eine Ausschittung von CSF sowie IL-6 und dadurch eine
Migration  neutrophiler ~ Granulozyten sowie die verstarkte  Expression
inflammatorischer Proteine. Ferner kdnnen Th17-Zellen Uber eine Feedbackhemmung
Th1-Lymphozyten unterdricken, wodurch es zur Persistenz von Erregern oder
Chronifizierung von Entziindungsprozessen kommen kann. Unter anderem wird die
rheumatoide Arthritis mit Th17-Lymphozyten und diesem Mechanismus in Verbindung
gebracht (44).

Eine weitere Art der T-Zellen, die CD8+-Zellen, ist in der Lage, infizierte Zellen oder
Tumorzellen zu erkennen und abzutéten. Uber ihren T-Zell-Rezeptor erfolgt die
Erkennung infizierter Zellen Uber Antigene, die auf dem MHC-I-Rezeptor prasentiert
werden. Durch proteasomalen Abbau werden Proteinreste an der Oberflache jeder
korpereigenen, kernhaltigen Zelle Uber den MHC-1-Rezeptor exprimiert, wobei
gesunde Zellen eine variable Mischung aus korpereigenen Proteinbestandteilen
prasentieren, wahrend infizierte Zellen kérperfremde Bestandteile darbieten. Nach
Erkennung dieser kdrperfremden Antigene und anschlieBender Bindung aktiviert die
CD8+-Zelle, auch zytotoxische T-Zelle genannt, in der infizierten Zelle die Apoptose.
Aulerdem schuttet die aktivierte zytotoxische T-Zelle Perforine und Granzyme aus,

die die infizierte Zelle ebenfalls abtdten konnen (44).

T-Gedachtniszellen bleiben nach einer Immunantwort im Kérper und kénnen schnell
reagieren, wenn ein bekanntes Antigen erneut auftritt, weshalb sie fur die langfristige
Immunitat gegen Krankheiten von Bedeutung sind. Die naturlichen Killer-T-Zellen
besitzen sowohl Eigenschaften von T-Zellen als auch von natirlichen Killerzellen. Sie
weisen keinen antigenspezifischen Rezeptor auf, kénnen aber dennoch MHC-I-
Antigen-Komplexe erkennen. Auf ihrer Oberflache exprimieren sie CD56 und CD57,
wodurch sie schnell auf bestimmte Antigene reagieren kdnnen und sowohl infizierte
Zellen als auch Krebszellen zu erkennen und abzutéten vermdgen. Aulierdem wird
ihnen eine Kontrollfunktion im Falle von Autoimmunerkrankungen zugesprochen (43).

yo-Antigenrezeptor-positive T-Lymphozyten besitzen spezifische T-Zell-Rezeptoren
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und sind in der Lage, auf nichtpeptidische Antigene zu reagieren. Sie spielen eine
zentrale Rolle bei der Immunantwort auf Bakterien, Pilze und andere Mikroorganismen
(44).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass jeder Typ von T-Lymphozyten
spezifische Funktionen in der Immunantwort erflllt, die auf die Erkennung und Abwehr

bestimmter Pathogene oder Tumorzellen abzielen.

Der Mechanismus, wodurch A20 die Funktion von T-Lymphozyten reguliert, ist
komplex und beinhaltet somit mehrere, in den vorhergehenden Kapiteln schon
erklarte, Signalwege. Eine zentrale Rolle spielt dabei der NF-kB-Signalweg, der eine
Schlusselfunktion bei der Entzindungsreaktion und der Immunantwort Ubernimmt.
Wenn T-Lymphozyten aktiviert werden, kdnnen Rezeptoren, beispielsweise der TCR-
oder der CD28-Rezeptor, auf der Zelloberflache Signalwege aktivieren, die ihrerseits
wiederum zur Aktivierung von NF-kB fuhren. Daraufhin kann NF-kB durch die
Kernporen in den Zellkern eindringen und die Expression von Entziindungsmediatoren

sowie anderen Genen steigern (47).

Das Zinkfingerprotein A20 ist, wie in Kapitel 2.1.3 bereits angesprochen, in der Lage,
die Aktivierung von NF-kB durch verschiedene Mechanismen zu hemmen: Einerseits
kann es sich direkt an den NF-kB-Signalweg binden und den Abbau von NF-kB
fordern, andererseits vermag A20 andere Signalmolekile zu modulieren, die an der
NF-kB-Aktivierung beteiligt sind, zum Beispiel TRAF6 oder IKKB (48). Zusatzlich wird
die Aktivierung anderer Signalwege in den T-Lymphozyten durch A20 gehemmt, etwa
der MAPK- oder der PI3K/Akt-Signalweg, die ebenfalls an der Immunantwort beteiligt
sind und durch die Hemmung von A20 beeinflusst werden koénnen (49).
Zusammengefasst tragt A20 also dazu bei, die T-Zell-Aktivierung sowie die

Immunantwort zu regulieren, indem es mehrere Signalwege moduliert und so die

Entzindungsreaktion kontrolliert.

2.2 Die Nierentransplantation und die AbstoRungsreaktion

Eine Nierentransplantation gilt heute als die optimale Therapieoption bei der
Behandlung dialysepflichtiger Niereninsuffizienz. Bei der Operation wird eine Niere von

einem Spender auf einen Empfanger transplantiert, der an einer Nierenerkrankung
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leidet und eine Nierenfunktionsstorung aufweist. Die Transplantation einer Niere kann
die Lebensqualitat des Empfangers erheblich steigern und seine Uberlebenschancen
erhdhen (2).

Vor der Transplantation muss eine geeignete Spender-Nieren-Kombination vorliegen,
die zu einer erfolgreichen Transplantation fuhrt, wobei sie auf der Grundlage von
Faktoren wie Gewebe- und Blutgruppenvertraglichkeit und anderen Kklinischen

Kriterien ausgewahlt wird.

Die Spender-Empfanger-Kompatibilitdt, auch als Gewebevertraglichkeit oder
Histokompatibilitat  bezeichnet, ist von entscheidender Bedeutung bei
Organtransplantationen (50). Sie bezieht sich auf die Ubereinstimmung von
Gewebemerkmalen zwischen dem Spenderorgan und dem Empfanger, um
AbstoRungsreaktionen zu minimieren. Ein zentrales Element dabei stellt das ABO-
Blutgruppensystem dar (51). ABO-Blutgruppen bestehen aus den Blutgruppen A, B,
AB und 0, die durch spezifische Antigene auf den roten Blutkdrperchen definiert sind.
Bei der Organtransplantation ist es mafgeblich, dass Spender und Empfanger
zumindest in Bezug auf die ABO-Blutgruppe kompatibel sind; eine Inkompatibilitat kann
zu einer lebensbedrohlichen Immunreaktion fuhren, weil das Immunsystem des
Empfangers das fremde Organ als feindliches Gewebe erkennt und anschlief3end
bekampft (43).

Fir die Spender-Empfanger-Kompatibilitat spielt die Human-Leukocyte-Antigen
(HLA)-Kompatibilitat die entscheidende Rolle. Das HLA beschreibt ein in der
Zellmembran verankertes Glykoprotein, das in zwei Klassen unterteilt wird: | und II.
Klasse |, auch MHC-I genannt, ist auf allen kernhaltigen Zellen vorhanden, wahrend
HLA-Klasse Il, ebenfalls als MHC-II bekannt, auf Immunzellen exprimiert wird. Bei
sechs identischen HLA-Typen besteht das optimale Langzeittransplantatiberleben;
mit abnehmender Ubereinstimmung steigt die Gefahr des Transplantatversagens (52);
(53).

Die Transplantation selbst findet meist statt, indem die Niere des Spenders chirurgisch
entnommen und dann beim Empfanger eingesetzt wird, wonach die neue Niere an die
Blut- und Harnwege des Empfangers angeschlossen wird; in der Regel nimmt der
Empfangerkorper die Funktion der transplantierten Niere unmittelbar auf. Danach
muss der Empfanger regelmalRig Medikamente einnehmen, um die

AbstolRungsreaktion zu unterdriicken und die Funktionsfahigkeit der transplantierten
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Niere zu erhalten. Die postoperative Betreuung des Empfangers ist essenziell, um
Komplikationen wie Infektionen, AbstoRungsreaktionen oder Nierenversagen zu
vermeiden. Ferner muss der Empfanger regelmafige medizinische Untersuchungen
und Bluttests vornehmen lassen, um sicherzustellen, dass die transplantierte Niere

ordnungsgeman funktioniert (54).

2.2.1 Immunsuppression

Das Ziel der Immunsuppression besteht darin, das Immunsystem zu unterdricken
oder so zu modulieren, dass eine AbstoRungsreaktion verhindert und die Funktion des
transplantierten Organs erhalten wird. Insgesamt stellt die Nierentransplantation die
wirksamste Behandlungsoption fur Patienten mit einem Nierenversagen dar, die eine
deutlich hohere Lebensqualitit und Uberlebenschancen gegenlber einer
Dialysetherapie bietet. Allerdings konnen AbstoRungsreaktionen und andere
Komplikationen auftreten, die eine sorgfaltige postoperative Betreuung und

Uberwachung erfordern (55).

Die Behandlung einer AbstoRungsreaktion besteht in der Regel aus der Verabreichung
von Medikamenten, die das Immunsystem unterdricken, um die Immunreaktion gegen
die transplantierte Niere zu reduzieren. Eine akute AbstoRungsreaktion kann meist
erfolgreich behandelt werden, wenn sie rechtzeitig erkannt und angemessen
angegangen wird. Eine chronische AbstoRungsreaktion ist schwieriger zu behandeln

und kann letztendlich zum Verlust der transplantierten Niere fuhren (56).

Als erste bedeutende Saule zur Vermeidung einer TransplantatabstoRung sind
Immunsuppressiva zu nennen, die das Immunsystem unterdrucken, um eine
AbstoRungsreaktion zu verhindern. Dazu gehdren beispielsweise Ciclosporin A,
Tacrolimus, Sirolimus, Azathioprin und Mycophenolatmofetil. Jedes dieser
Medikamente greift an unterschiedlichen Stellen in der Kaskade der Aktivierung von
Immunzellen ein. Weiterhin sind Kortikosteroide von Bedeutung. Diese Medikamente
besitzen entzindungshemmende sowie immununterdriickende Eigenschaften und
werden in Kombination mit Immunsuppressiva verwendet, um die AbstoRungsreaktion
zu kontrollieren. Dazu gehdrt hier Methylprednisolon genannt, als einer der
hauptsachlichen Vertreter. Zusatzlich kdnnen monoklonale Antikdrper spezifische

Zellen des Immunsystems erkennen und binden, um ihre Aktivierung zu hemmen,
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wobei beispielsweise Antikorper gegen CD3, CD25 und IL-2-Rezeptoren zu nennen
sind (57). Additiv finden antivirale und antibakterielle Medikamente Einsatz, um
Infektionen zu verhindern oder zu behandeln, die wahrend oder nach der
Transplantation auftreten kdnnen. Die Infektionsprophylaxe inkludiert unter anderem
das Schutzen vor dem Cytomegalievirus sowie der Infektion mit dem Schlauchpilz
Pneumocystis jirovecii, worlber hinaus ein ausreichender Impfschutz vor

Transplantation obligat ist (58).

Die lebenslange Immunsuppression besteht meist aus einer dreifachen Kombination:
einem Calcineurin-Inhibitor, beispielsweise Tacrolimus oder Cyclosporin A,
Mycophenolatmofetil als Guanosinsynthese-Hemmer
(Inosinmonophosphatdehydrogenase-Inhibitor) sowie Basiliximab, einem
monoklonalen Interleukin-2-Rezeptor-Antikérper oder Serin- bzw. Threoninkinase-
Inhibitoren. Ebenso moglich sind mTOR-Inhibitoren wie Everolimus oder Sirolimus und

zusatzlich ein Kortikosteroid wie zum Beispiel Methylprednisolon (57).

Allerdings kann eine langfristige Immunsuppression zu anderen Problemen flihren,
zum Beispiel zu erhéhtem Risiko von Infektionen oder Tumoren. Daher wird weiterhin
nach Therapieansatzen gesucht, um die AbstoRungsreaktion zu reduzieren, ohne
dass eine langfristige Immunsuppression erforderlich ist. Einen vielversprechenden
Ansatz bietet die Verwendung zielgerichteter Therapien, die spezifische Zellen oder
Signalwege im Immunsystem hemmen, um die AbstoRungsreaktion zu reduzieren,

ohne das Immunsystem insgesamt zu unterdricken.

2.2.2 Die TransplantatabstoBung

Eine TransplantatabstoBung tritt auf, wenn das Immunsystem des Empfangers die
transplantierte Niere als fremd erkennt und eine Immunreaktion auslost, um die Niere
abzustoRen. Es handelt sich dabei um eine ernste Komplikation nach einer
Nierentransplantation, die unbehandelt zum Verlust der transplantierten Niere fihrt.
Das Transplantatversagen kann in eine akute und eine chronische Dysfunktion
unterteilt  werden: Eine  akute  Dysfunktion bzw. eine  verspatete
Transplantatfunktionsaufnahme tritt in der Regel innerhalb der ersten Wochen nach
der Transplantation auf und wird durch eine plétzliche Erhéhung des Kreatininspiegels,
einhergehend mit einer Abnahme der glomerularen Filtrationsrate, im Blut des
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Empfangers und durch andere Symptome wie Fieber, Schmerzen sowie Schwellungen
angezeigt. Meist ist das akute Transplantatversagen die Folge einer Entzindung oder
eines Ischamieschadens durch eine zu lange andauernde kalte Ischamiezeit oder eine
postoperative vaskulare Ischamie (59). Ein chronisches Transplantatversagen tritt
uber Monate oder Jahre auf und kann durch eine allmahliche Verschlechterung der
Nierenfunktion, Bluthochdruck und Anzeichen einer Proteinurie gekennzeichnet sein
(58) (56). Ursachlich fir das chronische Transplantatversagen sind exazerbierte
Vorerkrankungen des Empfangers, Infektionen, Calcineurininhibitor-Toxizitat oder
eine nephrotoxische Wirkung von Immunsuppressiva und vor allem eine akute oder

chronische AbstoRungsreaktion (60).

Um das Risiko einer Abstollungsreaktion zu reduzieren, werden vor der
Transplantation sorgfaltige Tests durchgefihrt, um die beste Spender-Empfanger-

Nieren-Kombination auszuwahlen.

Die TransplantatabstoBung entspricht einem komplexen pathophysiologischen
Prozess, der als Grundvoraussetzung eine Ausbildung von Alloantigenen und dadurch
eine Aktivierung sowie Expansion immunreaktiver T-Zellen hat. Der Prozess umfasst
mehrere Schritte, die in der Folge zu einer akuten Dysfunktion und Rejektion des
Transplantats fuhren konnen. Daher werden zur diagnostischen Sicherung neben
klinischen und laborchemischen Untersuchungen auch histopathologische Analysen

nach der Nierenbiopsie angewendet (61).

Zunachst erkennt das Immunsystem des Empfangers das transplantierte Gewebe
durch Antigenprasentation als fremd und l6st eine Immunreaktion aus, wobei bei
dieser Alloreaktivitat die HLA des Donors eine entscheidende Rolle spielen. Die
Aktivierung von T-Zellen erfolgt also durch Interaktion mit Antigen-prasentierenden
Zellen (APC), die die T-Zellen aktivieren, die daraufhin die Immunantwort gegen das

transplantierte Organ starten (43).

Die zwei Arten von T-Lymphozyten, CD4+- und CD8+-T-Zellen, erkennen das Antigen
und werden aktiviert. Ebenso sind Interferon-y-aktivierte Makrophagen mafigeblich an
der Immunantwort beteiligt. Indem CD4+-T-Zellen andere Zellen des Immunsystems
aktivieren, koordinieren sie die Immunantwort. Wahrenddessen binden CD8+-T-Zellen
direkt an die das Antigen prasentierenden Zellen und I6sen darin den programmierten
Zelltod aus. Gleichzeitig vermehren sich die aktivierten T-Lymphozyten zusatzlich und

wandern ins transplantierte Gewebe ein (43). Daraufhin I6sen die T-Lymphozyten und
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andere Zellen des Immunsystems eine Entzindungsreaktion im transplantierten
Gewebe aus, die zu einer Schadigung des Gewebes flhrt und schlie3lich potenziell in
einer Funktionsstorung oder im Verlust des Transplantats resultiert. In einigen Fallen
kann zusatzlich eine Antikdrperproduktion gegen das transplantierte Gewebe
auftreten, wobei sich die Antikbrper an das Gewebe binden und das
Komplementsystem aktivieren, was wiederum eine Entzundungsreaktion und eine

Schadigung des Gewebes zur Folge hat (43).

2.2.3 Die Rolle der Makrophagen bei autoimmunen Prozessen und der

NierenabstofRung

Makrophagen sind Immunzellen, die je nach der Art ihrer Aktivierung und
Differenzierung verschiedene Funktionen erfullen (44) und von zentraler Bedeutung
fur die Immunantwort sowie Entziindungsreaktion nach der Transplantation sind. Es

werden M1- von M2-Makrophagen unterschieden.

Bei M1- und M2-Makrophagen handelt es sich um verschiedene
Differenzierungszustande von Makrophagen, die jeweils unterschiedliche Funktionen
und Eigenschaften besitzen. Diese Unterscheidung basiert auf der Erkenntnis, dass
Makrophagen eine hohe Plastizitat aufweisen und ihre Funktionen und Eigenschaften
verandern konnen (44). M1-Makrophagen werden auch als klassisch aktivierte
Makrophagen bezeichnet; aktiviert werden sie in Reaktion auf proinflammatorische
Signale, wie in den erfolgten Versuchen geschehen, mit LPS und Interferon y. Dabei
zeichnen  sich M1-Makrophagen  durch  eine  verstarkte Produktion
entzindungsférdernder Zytokine und reaktiver Sauerstoffspezies aus und spielen eine
zentrale Rolle bei der Bekampfung von Mikroorganismen, der Initiierung von
Entziindungsreaktionen und der Unterstiitzung der adaptiven Immunantwort (44). M2-
Makrophagen werden als alternativ aktiviert bezeichnet und durch IL-4 stimuliert,
wobei sie eine reduzierte Entziindungsreaktion, jedoch eine erhdhte Fahigkeit zur
Gewebeheilung und zum -umbau sowie zur Immunregulation aufweisen (44). Die
Unterschiede zwischen M1- und M2-Makrophagen sind nicht absolut, sondern
reprasentieren Extreme eines Kontinuums von Aktivierungszustanden. Des Weiteren

konnen Makrophagen in der Realitat verschiedene Mischformen von M1- und M2-
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Eigenschaften aufweisen, abhangig von den spezifischen Umweltbedingungen und

Signalen, denen sie ausgesetzt sind (44).

M1-Makrophagen sind proentzindlich und produzieren Zytokine wie TNFa, IL-13 oder
IL-6, die die Immunantwort verstarken und Pathogene oder Tumorzellen eliminieren.
Gleichzeitig induzieren die Zytokine eine TH1-Immunantwort (62). Dagegen gelten M2-
Makrophagen als antientzindlich und produzieren Zytokine wie IL-10, TGF- oder IL-
4, die ihrerseits die Immunantwort regulieren, sowie die Wundheilung oder
Geweberegeneration fordern. Im Vergleich zu M1-Makrophagen beglinstigen sie eine
TH2-Immunantwort (62). Die Differenzierung von M1-Makrophagen wird durch
Zytokine wie IFNy gemeinsam mit LPS, M-CSF und TNFa geférdert, wahrend die
Differenzierung von M2-Makrophagen durch Zytokine wie IL-4, IL-10, IL-13 und TGF-3
unterstitzt wird (63). Uber den sogenannten klassischen Weg erfolgt die Aktivierung
von M1-Makrophagen, wahrend M2-Makrophagen uber den alternativen Weg aktiviert
werden (63).

Bei Autoimmunerkrankungen ist das Gleichgewicht zwischen M1- und M2-
Makrophagen gestort, was zu einer chronischen Entziindung und Gewebeschadigung
fuhrt (64). Beispielsweise sind bei Lupus, rheumatoider Arthritis und Psoriasis die M1-
Makrophagen erhoht, wahrend bei Multipler Sklerose und Myasthenia gravis die M2-
Makrophagen zunehmen (64). Bei der Nierentransplantation stellt die Immunantwort
auf das transplantierte Organ einen entscheidenden Faktor fiir die Uberlebensrate des
Transplantats dar, womit ein Ungleichgewicht zwischen M1- und M2-Makrophagen
hier  ebenfalls zur dysregulieten  Immunantwort und letztlich  zur
NierentransplantatabstoRung fiilhren kann. Hierbei sind dann die proinflammatorischen
M1- Makrophagen flihrend (65-67).

Gemal Untersuchungen der Rolle der A20-Expression bei der Differenzierung von
Makrophagen und der Entwicklung von M1- oder M2-Makrophagen kann eine
reduzierte A20-Expression zu einer erhohten Entzindung und einer gesteigerten
Immunantwort fuhren, was potenziell in einer Verstarkung des Lupus-Syndroms und
der Nierentransplantatabsto3ung resultiert (68). In Makrophagen wird A20 induziert,
wenn sie mit verschiedenen Stimuli wie Bakterien oder Zytokinen konfrontiert werden
(69); (70); (71). Ebenfalls kann A20 die Produktion proentziindlicher Zytokine wie
TNFa, IL-1B oder IL-6 in Makrophagen unterdriicken und so die Entzindungsreaktion

modulieren (72); daruber hinaus kann es die Expression antientzindlicher
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Zytokine wie IL-10 und TGF-B in Makrophagen fordern, sowie damit die

Gewebereparatur unterstitzen (71).

Bei Nierentransplantationen spielen Makrophagen also eine bedeutende Rolle in
Hinblick auf die Absto3ung des Transplantats, indem sie proentziindliche Mediatoren
freisetzen und Antigen-prasentierende Zellen rekrutieren (73, 74). Obwohl die Rolle
von A20 bei Nierentransplantationen noch nicht vollstandig geklart ist, wird vermutet,
dass es die AbstoRungsreaktion durch die Hemmung des NF-kB-Signalwegs und die
Modulation der Makrophagenpolarisation beeinflusst (71, 73, 75). Die Modulation der
M1/M2-Polarisation von Makrophagen bietet somit einen mdglichen therapeutischen

Ansatz zur Immunmodulation (64).

Ebenfalls konnte die Modulation der A20-Expression ein potenzielles therapeutisches
Ziel darstellen, um die Entzindungsreaktionen und die Autoimmunitat bei Lupus-
Patienten sowie bei der Nierentransplantatabstofung zu regulieren. Die
Fragestellungen zur Rolle von A20 und der Makrophagen bei
Autoimmunerkrankungen sowie der Nierentransplantatabstol3ung sind jedoch noch
nicht vollstandig beantwortet und weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die

Zusammenhange zu verstehen sowie neue therapeutische Ansatze zu entwickeln.

2.2.4 Systemischer Lupus erythematodes und Lupusnephritis

Systemischer Lupus beschreibt eine Autoimmunerkrankung, bei der das
Immunsystem die eigenen Zellen und Organe angreift, wobei die Symptome von
Erythemen, Arthralgie, Mudigkeit sowie Fieber bis hin zur akuten Nierenschadigung
reichen (58). Im Rahmen der renalen Beteiligung entsteht eine sogenannte Lupus-
Nephritis, wobei sich Immunkomplexe ablagern, die aus Nukleinsauren und Proteinen
bestehen. Dabei handelt es sich um Autoantikdrper, die sich in den Nieren ablagern
und dann das Nierengewebe schadigen (76). Das nephritische Syndrom mit
Mikrohdmaturie, Odembildung und arterieller Hypertonie markiert den Beginn einer
renalen Insuffizienz im Rahmen einer Lupus-Nephritis (58).

Die Behandlung von Nierenversagen bei Lupus hangt vom Schweregrad der
Erkrankung ab und kann von medikamentoser Immunmodulation sowie
Immunsuppression Uber Dialyse bis zur Notwendigkeit einer Nierentransplantation

reichen (58). Dabei zielt die Behandlung darauf ab, die Entziindung zu reduzieren, die
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Nierenfunktion zu erhalten oder zu verbessern und das Komplikationsrisiko zu senken
(3, 77).

Die Expression von A20 ist in den peripheren Blutzellen von Lupus-Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant vermindert, was wiederum auf eine
gestorte NF-kB-Aktivierung hinweist (68). Dies kann dazu beitragen, dass das
Immunsystem des Korpers aus dem Gleichgewicht gerat und daraufhin eine
uberschiefende Immunantwort ablauft. Dies I|0st dann wiederum eine
Autoimmunreaktion aus. Die Verminderung der A20-Expression ist mit

der Schwere von Lupus und insbesondere mit Lupus-Nephritis assoziiert (78).

Heterozygote  Verlustfunktionsmutationen im  TNFAIP3-Gen  verursachen
eine Haploinsuffizienz von A20 (HA20), die dann zu einer erhéhten Anfalligkeit flr
Autoimmunerkrankungen wie Lupus fuhrt (79) (80). Des Weiteren zeigen HA20-
Patienten einen variablen klinischen Phanotyp, der von Hautausschlagen,
Gelenkschmerzen, Fieber, Lymphadenopathie, Hepatosplenomegalie und Zytopenie
bis hin zu Nierenversagen reichen kann (80). Die Behandlung von HA20-Patienten
basiert somit auf der Unterdrickung oder Modulation des Immunsystems mit
verschiedenen Medikamenten wie Steroiden, Methotrexat, Rituximab oder Abatacept
(80). Aufgrund dieser Zusammenhange wird die Expression von A20 zusatzlich im
SLE-Mausmodell untersucht. In der Wissenschaft werden MRL-Fas/»-Mause als SLE-
Mausmodell herangezogen, da sie ahnliche Symptome sowie eine ahnliche

Pathophysiologie wie SLE-Patienten besitzen.

3 Material und Methoden

3.1 Material

Die verwendeten Materialien werden im Einzelnen im Anhang aufgefuhrt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Studienaufbau

Alle in dieser Arbeit verwendeten Proben von Patienten entstammen folgendem
Ethikantrag: 2019-14659 1, wobei samtliche Patienten der Verwendung schriftlich

zustimmten.

Die Nierenbiopsien ausgewahlter Patienten erfolgten zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, entsprechend der klinischen Indikation zur Nierenbiopsie. Die
immunhistochemisch zu farbenden Paraffinschnitte der Nierenbiopsie (bereitgestellt
durch die Nephropathologie Erlangen) wurden deparaffiniert, immunhistochemisch
gefarbt und lichtmikroskopisch analysiert. Daruber hinaus fand fur jede Biopsie eine
gPCR-Analyse der A20-Expression statt. Das Kollektiv der Biopsieproben umfasst
Proben zu verschiedenen Zeitpunkten. Der Zeitpunkt A beschreibt eine Biopsie
wahrend eines akuten Nierenversagens, der Zeitpunkt B ist der Zeitpunkt der
Nullbiopsie, zum Zeitpunkt C wird die Funktion des Transplantats Uberprift und es
finden sich entweder Zeichen einer AbstoRungsreaktion (C1) oder nicht (C2). Zum
Zeitpunkt D findet bei histologischen und klinischen Zeichen einer AbstoRungsreaktion

eine SteroidstolRtherapie statt. Zeitpunkt E beschreibt ein Follow-up nach einem Jahr.

Im Folgenden werden die erwahnten Verfahren detailliert beschrieben.

Die mit EDTA versetzten Vollblutproben wurden ebenfalls zum Zeitpunkt B, also vor
Transplantation, dem Zeitpunkt C (C1 und C2), sowie nach einem Jahr (Zeitpunkt E)
nach der Nierentransplantation gewonnen, woraufhin die Verarbeitung der Probe und
die Isolierung der humanen peripheren Blutleukozyten (PBL) am Tag der Gewinnung
stattfand. Nach der Isolation und anschlieBenden Kryokonservierung erfolgten
Stimulation, Antikérperfarbung und FACS-Analyse zu einem spateren Zeitpunkt. Im

Folgenden wird jeder der genannten Schritte beschrieben.

Die Analyse der A20-Expression aus den peripheren Blutleukozyten wurde nach
Isolation aus EDTA-Blut mittels FACS-Analyse und in den Nierenbiopsien mittels
Immunhistochemie und gPCR durchgefuhrt.

Zudem erfolgte parallel hierzu die Erfassung Kklinischer Daten der Patienten
(Nierenfunktion, Entzindungsparameter, Immunsuppression etc.) und der

entsprechenden Spenderdaten.
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3.2.2 Das Patientenkollektiv

Im Rahmen der immunhistochemischen Untersuchungen wurden Paraffinschnitte von
Gewebeproben von insgesamt 18 Patienten angefertigt und anschliefend mit
spezifischen Antikérpern gegen A20 markiert. Zusatzlich wurden 17 Paraffinschnitte
von Nierenbiopsien nach der Transplantation untersucht, um die A20-Expression

mittels gPCR zu analysieren.

Fir die Durchflusszytometrie und die FACS wurden Proben von 14 Patienten
herangezogen, die zwischen 2019 und 2020 an der Universitatsmedizin Mainz
nierentransplantiert worden waren. Unter den vielfaltigen Auslosern fir das
Nierenversagen in diesem Patientenkollektiv wurden strukturelle, diabetes- und
hypertonieassoziierte Ursachen sowie autoimmunvermittelte Nephropathien
identifiziert. Im Labor wurden daflr Proben zu drei verschiedenen Zeitpunkten

innerhalb eines Jahres nach der Transplantation untersucht.
Aufgrund der limitierten Fallzahl erfolgte die statistische Auswertung deskriptiv.

Im Kapitel 4.1 werden die charakteristischen Merkmale der verschiedenen

Patientenkollektive zusammengefasst.

3.2.3 Die Mause

Die genutzten Mause wurden in den Radumen des Translational Animal Research
Center (TARC) der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz entsprechend dem
deutschem Tierschutzgesetz gehalten. Verwendet wurden folgende Stamme:
C57BL/6J fir die nativen Mause und MRL-Fask’-Mause als Lupus-Modell
(Genehmigungsnummer G17-1-074).
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3.2.4 Zellisolation

3.2.4.1 Isolation humaner periphere Blutleukozyten (PBL) aus EDTA-Blut

EDTA-Vollblut (2-3 Rohrchen) wurde 1:1 mit PBS verdunnt, homogenisiert und vorsichtig
auf Histopaque (0,77-faches Volumen) in 50-ml-Falcons aufgeschichtet (Gesamtvolumen
< 45ml). Nach Dichtegradientenzentrifugation (2500 rpm, 20 min, RT, ohne Bremse)
wurden die PBL aus der Interphase entnommen und mit PBS auf 50 ml aufgefullt und
gewaschen (1500 rpm, 5 min, Acc. / Dec.: 9).

Zur Erythrozytenlyse wurden die Zellen mit 5 ml ACK-Lysepuffer resuspendiert, 5 min
inkubiert und anschlielend mit PBS auf 50 ml aufgeflllt. Nach erneuter Zentrifugation
(1500 rpm, 5 min) wurde dieser Schritt einmal wiederholt.

Das abschliel3ende Zellpellet wurde in 2 ml Einfriermedium (70 % RPMI, 20 % FCS, 10 %
DMSO) resuspendiert und aliquotiert (1 ml pro Kryordhrchen). Die Kryokonservierung
erfolgte kontrolliert in einer Isopropanolgefrierhilfe bei —80 °C. So konservierte PBL

konnen Uber Jahre stabil gelagert werden.

3.2.4.2 Isolation humaner Tubulusepithelzellen

Urinproben (400-800 ml) von katheterisierten Patienten wurden in sterile Zwei-Liter-
Behalter gesammelt. Die Zellisolierung erfolgte unter sterilen Bedingungen. Nach
Zentrifugation bei 400 g fir 10 min bei Raumtemperatur wurde der Uberstand bis auf
1-2 ml entfernt und ggf. weiterer Urin auf das verbleibende Pellet gegeben. Alle
Zellpellets eines Patienten wurden in einem Falcon gesammelt. Bei Makrohamaturie
erfolgte eine 5-minltige Inkubation mit ACK-Lysepuffer, gefolgt von Waschschritten
mit PBS. Anschlieend wurden die Zellen bei 200 x g fur 10 min zentrifugiert und in 1—
6 ml K1-Medium resuspendiert. Das K1-Medium bestand aus DMEM/HAM’s F12 (1:1),
10% FCS und 1% HEPES (1 M), einem Hormonmix (siehe Anhang) und hEGF
(10ug/ml). Die Suspension wurde in einem Well einer 6-Well-Platte kultiviert (37 °C,
5% CO,).

Medium wurde nach 24, 48 und 72 h erganzt; ab Tag 4 taglich; spater erfolgte der

Wechsel alle zwei Tage. Kulturen wurden verworfen, wenn mikrobielle Kontamination
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auftrat (bis zu 40 % der Falle). Nach Erreichen von ~80 % Konfluenz erfolgte die
Passage mit Trypsin. Die Zellen wurden zentrifugiert (200 x g, 5 min), in frischem K1-

Medium resuspendiert und erneut ausplattiert.

3.2.4.3 Isolation humaner Makrophagen

Das Vollblut (4 x 7,5 ml EDTA-R6hrchen) wurde 1:1 mit PBS + 1 mM EDTA verdinnt,
auf Histopaque 1077 (0,77-faches Volumen) aufgeschichtet und 20 min bei 2500 rpm
ohne Bremse zentrifugiert. Das Plasma wurde separiert, 30 min bei 56 °C
hitzeinaktiviert, erneut zentrifugiert (1500 rpom, 5 min) und bis zur Verwendung bei RT
gelagert. PBLs aus dem Buffy-Coat wurden mit Waschpuffer gewaschen (4x),
anschliefend mit 5 ml ACK-Lyse behandelt (5 min), erneut gewaschen (3x) und in PBS

resuspendiert.

Nach Zahlung wurden 2 x 10" PBLs pro Well in 6-Well-Platten in RPMI mit 1,5 %
autologem Plasma (plus Pen/Strep 50 mg/ml und Glutamin) ausplattiert. Die Isolation
der Blut-Monozyten mittels Adharenzisolierung erfolgte durch zweistindige Inkubation
(37 °C, 5% CO.,), gefolgt von mehreren PBS-Waschschritten zur Entfernung nicht-
adharenter Zellen. Adharente Monozyten wurden anschlieRend mit DMEM
GlutaMAX + 10 ng/ml M-CSF kultiviert. An Tag 2 und 4 erfolgte ein Medienwechsel.
Am sechsten Tag wurden die differenzierten Makrophagen geerntet und fur

nachfolgende Stimulationsversuche weiterverwendet.

3.2.4.4 Isolation muriner Tubulusepithelzellen

Tubulusepithelzellen wurden aus den Nieren von Mausen mittels kombinierter
mechanischer und enzymatischer Dissoziation isoliert. Nach Entnahme wurden die
Nieren unter sterilen Bedingungen von der Kapsel befreit, in kaltem PBS gewaschen
und mechanisch in kleine Fragmente zerkleinert. Anschliefend erfolgte eine
enzymatische Verdauung in PBS mit 1-2 mg/ml Kollagenase Typ IV und 20-50 ug/ml
DNase |, fir 30—-45 Minuten bei 37 °C und unter sanftem Schitteln. Wahrend der
Inkubation wurde die Suspension regelmafig pipettiert, um die Dissoziation zu

unterstitzen. Der Verdauungsvorgang wurde durch Zugabe von eiskaltem RPMI-
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Medium mit 10 % FBS gestoppt. Die Zelllésung wurde anschlie3end durch ein 70 ym-
Zellsieb filtriert, bei 300 g fur 5 Minuten zentrifugiert und das Zellpellet in Kulturmedium
resuspendiert. Optional erfolgte eine weitere Anreicherung tubularer Zellen durch
Filtration oder Dichtegradientenzentrifugation. Alle Schritte wurden unter sterilen

Bedingungen durchgefuhrt.

3.2.4.5 Isolation muriner Makrophagen

Murine Zellen des Knochenmarks sind wie beschrieben isoliert (81) und fur die spatere
Nutzung in Einfriermedium (90% FCS 10 % DMSO) bei -80°C gelagert worden.

Eingefrorene murine Knochenmarkszellen wurden durch langsames Auftauen in 20 %
FCS-haltigem K1-Medium (18 ml K1-Medium + 2 ml FCS pro ml Zellsuspension, 37 °C)
reaktiviert. Nach Zentrifugation (1500 rpm, 5 min) wurden die Zellen in frischem
Medium resuspendiert, in beschichtete 10-cm-Petrischalen Gberfuhrt und bei 37 °C
und 5% CO, kultiviert. Zur Differenzierung in Makrophagen wurde das Medium mit
5ng/ml M-CSF supplementiert. Ein Mediumwechsel erfolgte an Tag 2 und 3. Die
ausdifferenzierten Makrophagen wurden an Tag 6 anschlieRend zur Analyse der A20-

Expression mittels gPCR stimuliert.

3.2.5 In-vitro Versuche

3.2.5.1 Kultivierung und Stimulation von Tubulusepithelzellen

Humane oder murine TEZ wurden in K1-Medium kultiviert; bei 80 — 90-prozentiger

Konfluenz wurden sie geerntet, um sie in einem Stimulationsversuch einzusetzen.

Hierzu wurden die TEZ optisch auf Konfluenz Uberprift. Nach Absaugen des Mediums
wurden die Zellen mit 3 ml PBS gewaschen und mit 3 ml Trypsin/EDTA (1x) fur 5 min
bei 37 °C inkubiert. Bei ausreichender Ablésung (=50 % der Zellen) wurden 6 ml PBS
zugegeben, die Zellen abgespdlt und in 50-ml-Falcons mit vorgelegtem 10 % FCS in
RPMI aufgenommen. Nicht vollstandig geldste Zellen wurden mit einem Cellscraper
abgeldst. Die Zellsuspension wurde bei 1500 rpom fir 5min bei RT zentrifugiert,
anschlie®end in frischem Medium resuspendiert und gezahit.
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FUr die Stimulation wurden die Zellen mit 500 yl Stimulationsmedium pro Well
behandelt und 4h bzw. 24h bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Stimulationsbedingungen umfassten LPS + IFNy (100 ng/ml + 10ng/ml) oder TNFa
(25 ng/ml). Fir Hypoxie-Experimente wurden Zellkulturplatten 30min in einer
Stickstoff-gespulten Hypoxiekammer inkubiert, anschlie®end fur 48 h im Brutschrank
kultiviert. Leere Wells wurden mit PBS gefullt, um Verdunstung zu verhindern. Nach

Inkubation wurden die Zellen fiir die RNA-Isolation verwendet.

3.2.5.2 Kultivierung und Stimulation von Makrophagen

Makrophagen wurden nach 6-tagiger Differenzierung unter Zusatz von M-CSF und
nach optischer Vitalitatsprifung mittels PBS/EDTA (7 °C, 15 min) sowie mechanischer
Ablésung mit einem Zellschaber geerntet, zentrifugiert und in frischem Medium
resuspendiert. AnschlieRend wurden 1 ml Zellsuspension pro Well in 12-Well-Platten

ausgesat und uber Nacht inkubiert.

Am Folgetag wurden die Zellen erneut mikroskopisch dberpruft und mit 500 pl
Stimulationsmedium (LPS + IFNy 100 ng/ml + 10 ng/ml; IL-4 25 ng/m) oder
Kontrollmedium pro Well fir 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Stimulation wurde durch

Absaugen des Mediums beendet, und die Zellen wurden zur RNA-Isolation verwendet.

Unter Stimulation mit LPS und Interferon y bilden sich M1-Makrophagen und unter
Stimulation mit IL-4 M2-Makrophagen (62).

3.2.6 Proteinbiochemie

3.2.6.1 Immunhistochemie auf Biopsieschnitten

Es wurden Nierenbiopsieschnitte immunhistochemisch angefarbt, um die lokale
Expression von A20 zu analysieren. Die Immunhistochemie umfasst mehrere Schritte,
die Fixierung der Gewebeprobe, die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, die
Inkubation mit einem spezifischen Antikdrper sowie die Detektion des gebundenen

Antikdrpers mittels geeigneter Farbemethoden (82).
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Paraffinierte Gewebeschnitte wurden 2h bei 56 °C inkubiert, anschliellend durch
dreimalige 10-minutige Xylol-Inkubation sowie eine absteigende Alkoholreihe (100 %,
95 %, 70 % Ethanol, je 10 min) paraffiniert. Die Antigenretrieval erfolgte fir 60 min bei
95 °C in 0,01 M Citratpuffer (pH 6,0), gefolgt von einer 30-minatigen Abkuhlung auf RT.
Die Schnitte wurden 5min in PBS+0,1% BSA gewaschen und die endogene
Peroxidase durch Methanol+3 % H,O, blockiert. Anschliefend erfolgte ein 30-

minutiges Blocken.

Es folgte eine Avidin-/Biotin-Blockierung (je 20 min, 1:2 mit Waschpuffer verdinnt) und
ein weiteres Blocken mit 5% normalem Rabbit-Serum in 10% BSA/PBS. Die
Primarantikdrper (anti-human A20, 1:50 in 0,1 % BSA/PBS) wurden Uber Nacht bei
4 °C inkubiert. Nach PBS-Waschung wurde ein Biotin-markierter Sekundarantikérper
(Rabbit-anti-Goat, 1:200 in PBS) fur 1h bei RT aufgetragen, gefolgt von einer
Inkubation mit ABC-Komplex (Avidin-Biotin-Komplex, 10 ul A+ 10 yl B in 1 ml PBS) fur
1h, bei RT.

Die Detektion erfolgte mittels 3,3-Diaminobenzidin (2 Tropfen DAB-Konzentrat, 1
Tropfen H,O,, 1 Tropfen Puffer in 2,5ml Aqua dest.). Die Entwicklung wurde
mikroskopisch Uberwacht und nach max. 30min mit Wasser gestoppt. Eine
Hamatoxylin-Gegenfarbung (60 s), die Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe und

die Eindeckung mit Paramount schlossen die Farbung ab.

3.2.6.2 Durchflusszytometrische Analysen

Die Durchflusszytometrie beschreibt eine Methode in der Labormedizin, die es
ermdglicht, Zellen in einer Suspension basierend auf spezifischen
Oberflachenmarkern, die von den Zellen exprimiert werden, zu quantifizieren (83). Es
wurden fluoreszenzmarkierte Antikdrper verwendet, um intra- und extrazellular
exprimierte Proteine zu markieren und im Anschluss fur die Farbung positive Zellen zu

quantifizieren.

In vorhergehenden Arbeiten stellte sich heraus, dass die Antikorpermixe 3, 4,5 und 6
am erfolgversprechendsten in durchflusszytometrischen Analysen waren (84).

Die peripheren mononukleare Zellen (PBLs) aus Patientenproben wurden in einer 96-

Well-Rundbodenplatte aliquotiert. Nach Zentrifugation (3000 rpm, 3 min) und
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Entfernung des Uberstands erfolgte ein Fc-Block (1:20 in FACS-Puffer, 10 min, RT).
Anschlieltend wurden extrazellulare Marker mit Antikdrpermischungen (Mix 3 und 4;
vgl. Tabelle 1) oder FACS-Puffer (Kontrollen) fir 30 min und bei 4 °C inkubiert. Es

folgten zwei Waschschritte mit FACS-Puffer. Die Zellen von Mix 3 und 4 wurden in

Fix/Perm-Puffer resuspendiert und Uber Nacht bei 4 °C fixiert.

Far Mix 5 (Human Th1/Th2/Th17-Kit) wurden die Zellen nach Fc-Block mit Cytofix
fixiert (15 min, RT), permeabilisiert (Perm/Wash-Puffer, 15 min, RT), gefarbt (30 min,
RT, dunkel), gewaschen und in 1 % PFA Uber Nacht bei 4 °C gelagert.

Far Mix 6 (Human Th17/Th-reg.-Kit) erfolgte die Fixierung und Permeabilisierung
gemal Herstellerprotokoll unter Verwendung von FoxP3-spezifischem Puffersystem
(Puffer A/B/C), gefolgt von intrazellularer Farbung (30 min, RT, dunkel) und Lagerung
in 1% PFA.

Am Messtag wurden die Zellen aus Mix 3 und 4 mit 1x Saponin-Puffer gewaschen und
intrazellular mit primarem Anti-TNFAIP3-Antikorper (A20, 1:50 in 0,1 % BSA/PBS) fur
30 min bei Dunkelheit inkubiert. Nach Waschung erfolgte die sekundare Farbung mit
FITC-konjugiertem Goat-anti-Rabbit-Antikorper (1:200, 30 min, dunkel). Nach
abschlieBender Waschung wurden alle Zellen in 1% PFA resuspendiert und in
vorbeschriftete FACS-Roéhrchen Uberfihrt.

Die Messung erfolgte mit einem FACSCalibur-Zytometer (BD Biosciences). Pro Probe
wurden 10.000-20.000 Ereignisse erfasst. Zellhaufen oder Detritus hatten vereinzelt
als Ereignisse registriert werden koénnen, wurden jedoch durch Gating

ausgeschlossen.

Mithilfe der Software CellQuest wurden die gesammelten Daten gemessen und
ausgegeben, woraufhin die Analyse mittels der Software FlowdJo, Version 10.7.2,

erfolgte.
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Mix Marker (Konjugat) Verdiinnung

3 TNFAIP3 + Sek. AK, CD11b-PE, CD4-APC 1:20, 1:10, 1:5
TNFAIP3 + Sek. AK, CD14-PE, CD3-PerCP,

4 1:20, 1:10, 1:20, 1:5
CD19-APC

TH1/TH2/TH17 Human Phenotyping Kit

5 IFN-y-FITC, IL-17-PE, CD4-PerCP, IL-4-APC o
(BD Bioscience)

IL-17A-PE, CDA4-PerCP, FoxP3-AlexaFluor TH17/Treg Human Phenotyping Kit (BD
647, CD25-FITC Bioscience), CD25 1:5

Tabelle 1: Durchflusszytometrische Antikérpermixe mit entsprechender Verdiinnung

3.2.6.3 Western Blot

Der Western Blot bietet eine semiquantitative Methode zur lIdentifizierung von
Proteinen durch deren Ubertragung auf eine Tragermembran, was als ,Blotting*
bezeichnet wird. Dieser Schritt ermdglicht die Trennung der Proteine basierend auf
ihrer Grolde, weil sie wahrend der Elektrophorese im Gel dementsprechend wandern.
In der Regel wird ein Polyacrylamid-Gel (SDS-Page) verwendet, weil es eine effiziente

Trennung der Proteine nach ihrer Groflze ermdglicht (82).

Hier sollten Proteinlysate von zuvor stimulierten Zellen untersucht werden. Hierflr
wurden die Zellen nach Beendigung der Stimulation auf Eis gelagert und pro Well mit
200 pI RIPA-Lysepuffer (1%, mit Proteaseinhibitoren) versetzt. Nach 30-minutiger
Inkubation auf Eis, unterstutzt durch Resuspendieren und Abkratzen, wurden die
Lysate zentrifugiert (15 min, 3000 rpm, 4 °C). Uberstande wurden fiir die Western-Blot-
Analyse genutzt. In den hier gezeigten Western Blots wurden fertig gegossene Gele
(Gel-Mini-Protean TGX) von BioRad verwendet.

Nach der Elektrophorese mit 130 Volt werden die Proteine in der Regel durch eine
Spannung von 100 Volt flr zwei Stunden auf die Tragermembran Ubertragen. Dies ist
notwendig, um die Proteine fur die anschliefende Immunodetektion zugénglich zu
machen. Es wurde die Wet-Blotting-Methode verwendet. Hierbei werden die
Tragermembran und das Gel mit einer sogenannten Sandwich-Technik zwischen
Filtern und Schwammen positioniert, wobei die Schwamme mit Pufferlésung getrankt
sind. Dann wird eine elektrische Spannung von 100 Volt angelegt, um die Proteine auf

die Membran zu Ubertragen (82).
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Fir die SDS-PAGE wurden 36,5 ul Lysat mit 12,5 yl Lammli-Puffer und 0,05 M DTT
gemischt, 10 min bei 95 °C denaturiert und 15 pl (dies entsprach 10 ug Protein) pro

Tasche auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen (Marker: 3 ul). Die Elektrophorese
erfolgte bei 80V (15min), danach 130V (90min). Proteine wurden auf
Nitrocellulosemembranen geblottet (100V, 2h). Nach Ponceau-S-Farbung und
Orientierungsschnitt zwischen 55 und 35 kDa wurden Membranen fur A20 (oberer Teil)
und GAPDH (unterer Teil) getrennt.

Membranen wurden 1h in 5% Milch/TBS-T geblockt, anschlielRend Uber Nacht bei
4°C mit Primarantikbrpern gegen A20 bzw. GAPDH inkubiert. Nach vier
Waschschritten (2x10 min, 2x3 min in TBS-T) folgte eine einstindige Inkubation mit
passenden HRP-konjugierten Sekundarantikorpern bei RT. Nach erneutem Waschen
wurde die Detektion mittels des ECL-Reagenzes (Komponenten A:B = 1:1)
durchgefuhrt.

Far GAPDH wurden vier Belichtungsbilder (10—40 s), fur A20 sechs Bilder (120-720 s)
erstellt. Bei Bedarf wurde die Belichtungszeit angepasst. Die Proteinbander wurden
mithilfe eines digitalen Detektionssystems (BioRad ChemiDoc Imaging System)

visualisiert und dokumentiert.

Die Blots wurden im Anschluss bei —20 °C eingefroren.

3.2.7 Nukleinsaurenbiochemie

3.2.7.1 RNA-Isolation und qPCR aus FFPE-fixiertem Gewebe

Der Ablauf der gPCR mit SYBR Green beginnt mit der Extraktion der Gesamt-RNA
aus der biologischen Probe.Die RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy FFPE Kit
(Qiagen) gemall modifiziertem Protokoll. Paraffinschnitte wurden mit 320 pl
Deparaffinierungslosung vortexiert, zentrifugiert und 3 min bei 56 °C inkubiert. Nach
Abkuhlung wurden 240 ul PKD-Puffer hinzugegeben und homogenisiert. Nach
erneuter Zentrifugation (1 min, 10.000 rpm) wurden 10 ul Protease K zur unteren
Phase gegeben und Inkubationen bei 56 °C und 85 °C (je 15 min) durchgefuhrt. Die
klare Phase wurde in neue Gefalde uberfuhrt, 3 min auf Eis inkubiert und anschlief3end

bei 13.500 rpm fir 15min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 25 ul DNase-
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Boosterpuffer und 10 yl DNase-Losung behandelt (15 min, RT), gefolgt von der
Zugabe von 500 ul RBC-Puffer und 1200 pl Ethanol.

Die Probe wurde schrittweise auf eine Filtersaule aufgetragen und zentrifugiert
(10.000 rpm, 15 s). Die Saule wurde zweimal mit 500 ul RPE-Puffer gewaschen. RNA
wurde durch Zugabe von 30 ul RNase-freiem Wasser eluiert (max. Speed, 1 min). Die

RNA-Konzentrationen wurden spektroskopisch (NanoDrop) bestimmt.

Die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) mit SYBR Green stellt eine molekulare Methode
zur quantitativen Messung der mRNA-Expression in biologischen Proben dar, die die
Bindung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green an die doppelstrangige DNA nutzt,
und so die Detektion sowie die Quantifizierung der amplifizierten Produkte in Echtzeit

ermdglicht (85).

Im Zuge einer einschritigen qPCR (Real-time RT gPCR) erfolgt zunachst die
Synthese von cDNA mittels reverser Transkription (RT), wonach die cDNA als Vorlage
fur die PCR-Reaktion dient, die spezifische Primer flir das Ziel- und das Referenzgen
enthalt. Wahrend der Amplifikation wird SYBR Green in die sich bildenden
doppelstrangigen DNA-Fragmente eingebaut und die Fluoreszenz in Echtzeit
gemessen, wobei die Menge der fluoreszierenden Signale mit der Anzahl der
amplifizierten Produkte, und somit mit der Ausgangsmenge der Ziel-mRNA in der
Probe korreliert (85).

Die Expression des Zielgens wird mit einem Housekeeping-Gen wie Aktin als Referenz
verglichen, um die relative Expression des Zielgens zu quantifizieren. Housekeeping-
Gene finden Anwendung, weil ihre Expression als stabil und konstant in verschiedenen
Geweben sowie Zellen betrachtet wird. Durch den Vergleich der Expression des
Zielgens mit derjenigen des Referenzgens kann die relative Expression des Ersteren
in verschiedenen Proben bestimmt werden (85). Im Fall der A20-mRNA-Expression
wurde diese hier gegen Aktin oder Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

(GAPDH) als Referenz verglichen, um ihre relative Expression zu quantifizieren.

Fir die qPCR wurden Proben mit RNase-freiem Wasser auf passende
Konzentrationen verdinnt. Ein Reaktionsansatz mit dem QuantiNova SYBR Green
RT-PCR Kit (Qiagen) bestand aus SYBR-Green 10 pl, Primer 2 pl, reverse
Transkriptase 0,2 yl und RNAse freiem Wasser 0,8 ul sowie 10 — 50 ng RNA-Template.
Zudem wurde 1x Yellow Template Dilution Buffer verwendet. Die Expression der

Zielgene wurde per SYBR-Green-basierter Fluoreszenzmessung analysiert.
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Pro PCR-Zyklus wurde dabei in Echtzeit am Ende der Elongationsphase die Intensitat
der Fluoreszenz gemessen, die sich direkt proportional zur Menge an PCR-Produkten
verhalt (86). Die qPCR wurde an dem qTOWER3G von Analytik Jena durchgefihrt,
die Datenanalyse erfolgte mit der qPCRsoft 4.1 Software von Analytik Jena.

3.2.7.2 RNA- Isolation und qPCR aus Zelllysaten

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem innuPREP RNA Mini Kit (IST Innuscreen AG). Nach
Stimulation wurden die Zellen pro Probe in 400 pl Lyse-Solution RL des Isolation-Kits
lysiert. Nach 5min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Lyse durch

zusatzliches Abkratzen unterstitzt und die Lysate in Spin-Filter-D-Réhrchen Gberfuhrt.

Nach Zentrifugation (11.000 rpm, 2 min) wurde das Lysat mit 70 % Ethanol (1:1)
gemischt und auf Spin-Filter R Uberfihrt. Die RNA wurde durch sukzessive
Waschschritte mit 500 yl Wash-Solution HS und 700 ul Wash-Solution LS gereinigt,
jeweils  mithilfe  von  Zentrifugation (1min, 11.000rpm). Eine finale
Trockenzentrifugation (3 min) entfernte Restethanol. Die RNA wurde mit 80 yl RNase-

freiem Wasser eluiert und spektroskopisch (NanoDrop) quantifiziert.

Far die gPCR wurden die RNA-Proben verdiunnt und mit 1x YTDB eingefarbt. Ein
Reaktionsansatz mit dem QuantiNova SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen) bestand aus
SYBR-Green 10 pl, Primer 2 pl, reverse Transkriptase 0,2 pyl und RNAse freiem
Wasser 0,8 ul) sowie 10 — 50 ng RNA-Template. Fur jede Probe wurde in die
Expression eines Housekeeping Gens (GAPDH oder 3-Aktin), oder A20 analysiert. Die

Quantifizierung erfolgte mittels SYBR-Green-basierter Fluoreszenzmessung.

Darauffolgend wurde eine gPCR durchgefuhrt.
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3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte
mit Hilfe von GrpahPad Prism Version 10.2.3. Der genutzte statistische Test ist in der
entsprechenden Abbildungsinformation angegeben. Bei dem Vergleich zweier
Gruppen wurde im Falle einer Normalverteilung ein t-test angewandt, wenn nicht der
Mann-Whitney-U-test verwendet werden konnte. Bei dem Vergleich mehrerer Gruppen

wurde ein 1-way ANOVA verwendet.

4 Ergebnisse

4.1 Die Rolle des Zinkfingerproteins A20 nach Nierentransplantationen

4.1.1.1 Das Patientenkollektiv

Das zu untersuchende Patientenkollektiv war ausnahmslos im Jahr 2020 an der
Universitatsmedizin Mainz biopsiert worden. Im Rahmen der Uberpriifung der
Variablen wurden Datensatze mit fehlenden Variablen exkludiert, wonach insgesamt
17 Datensatze untersucht wurden. Jedoch erlaubt die geringe Fallzahl nur eine
deskriptive Bewertung und Einordnung der Ergebnisse; statistisch belastbare

Aussagen bendtigen eine groRRere Fallzahl und eine langere Datenerhebung.

In der vorliegenden Population waren 14 Personen mannlichen Geschlechts und 3
Personen weiblichen Geschlechts vertreten, wobei das Alter der Empfanger zwischen
18 und 72 Jahren schwankte. Die Vorerkrankungen der Patienten im untersuchten

Kollektiv war fihrend Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie.

Die Auswertung der Daten zu den nephrologischen Grunderkrankungen und den
Ursachen von Nierenversagen wird im Folgenden prasentiert: Glomerulare
Erkrankungen und die diabetische Nephropathie stellten die am haufigsten
festgestellte Ursache fiir das terminale Nierenversagen dar, wahrend Vaskulitiden und
das kardiorenale sowie hepatorenale Syndrom bei drei Patienten auftraten. Andere

Ursachen des Nierenversagens wurden in einer variablen Anzahl von Fallen
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festgestellt, darunter das hamolytisch-uramische Syndrom, toxisches Nierenversagen,

Zystenniere, Morbus Fabry und Nierenversagen unklarer Genese (Tabelle 2).

Fallnummer Diagnose
1 HUS
2 Diabetische Nephropathie
3 Hypertensive Nephropathie
4 Unklare Genese
5 Fokal-segmentale Glomerulosklerose
6 Hepatorenales Syndrom
7 ANCA-Vaskulitis
8 Chronische Glomerulonephritis
9 Refluxnephropathie
10 Membrandse Lupus-Nephritis
11 Zystennieren
12 Unklare Genese
13 ADPKD
14 IgA-Nephropathie
15 IgA-Nephropathie
16 ADPKD
17 Diabetische Nephropathie
18 Morbus Fabry

Tabelle 2: Diagnose der untersuchten Patientenproben

Die vorliegende deskriptive Untersuchung bildet das Ergebnis einer umfassenden
Analyse verschiedener immunsuppressiver Pharmaka, die in der
Transplantationsmedizin eine entscheidende Rolle bei der Verhinderung von
AbstoRungsreaktionen spielen.

Alle Patienten erhielten an der Universitatsmedizin Mainz standardmallig eine
Immunsuppression, bestehend aus einer Induktionstherapie mit Basiliximab
(Interleukin 2 Antikdper (IL2-mAb), begleitet von einer Behandlung mit einem
Calcineurin-Inhibitor (Tacrolimus oder Cyclosporin A) und Mycophenolatmofetil (MMF)
sowie Kortikosteroiden (siehe Tabelle 3). Im Verlauf wurde die Induktionstherapie auf

eine Erhaltungstherapie umgestellt (sieche Tabelle 4).
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Fallnummer Erstes Zweites Drittes Viertes
Medikament Medikament Medikament Medikament
Initialtherapie Initialtherapie Initialtherapie Initialtherapie

1 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

2 0 0 0

3 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

4 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

5 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

6 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

7 Everolimus MMF Kortison IL2 mAb

8 0 0 0

9 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

10 Tacrolimus MMF Kortison Anderes

11 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

12 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

13 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

14 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

15 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

16 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

17 Tacrolimus MMF Kortison

18 Tacrolimus MMF Kortison IL2 mAb

Tabelle 3: Medikamentdse Initialtherapie pro Patient

Fallnummer
Erstes Medikament Zweites Medikament | Drittes Medikament
Aufrechterhaltung Aufrechterhaltung Aufrechterhaltung
1 Tacrolimus MMF Kortison
2 0 0 0
3 Tacrolimus MMF Kortison
4 Tacrolimus MMF Kortison
5 Tacrolimus MMF Kortison
6 Tacrolimus MMF Kortison
7 Everolimus MMF Kortison
8 0 0 0
9 Tacrolimus MMF Kortison
10 Tacrolimus MMF Kortison
11 Tacrolimus MMF Kortison
12 Tacrolimus MMF Kortison
13 Tacrolimus MMF Kortison
14 Anderes MMF Kortison
15 Tacrolimus MMF Kortison
16 Tacrolimus MMF Kortison
17 Tacrolimus Everolimus Kortison
18 Tacrolimus MMF Kortison

Tabelle 4: Medikamentdse Therapie zur Aufrechterhaltung der Imnmunsuppression pro Patient
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4.1.1.2 A20- Expression in Nierenbiopsien bei akuter Nierenschadigung

Im vorliegenden Ergebnisteil werden die immunhistochemischen Befunde prasentiert,
um die potenzielle Rolle von A20 akuter Nierenschadigung zu beleuchten. Eine

schematische Darstellung zur Zuordnung der Biopsien ist in Abbildung 2A aufgefihrt.

Es wurden zunachst zehn Gesichtsfelder ausgezahlt und dann ein Mittelwert der A20-
positiven, infiltrierenden Zellen gebildet, der in den folgenden Tabellen (5 — 8)
dargestellt wird. Ebenfalls sind laborchemische Parameter abgebildet, die den Grad
der Nierenfunktion (GFR und Kreatinin) sowie der Entziundung (CRP und
Leukozytenzahl) zum Zeitpunkt der Biopsie aufzeigen. Die nachfolgende Abbildung
zeigt exemplarisch eine Nierenbiopsie unter verschiedenen VergréfRerungen. Deutlich
erkennbar sind die blaulichen Zellkerne sowie die braun angefarbten A20-positiven
Zellen (siehe Abbildung 1).

Abbildung 1: Beispielhafte Ubersichtsaufnahmen eines immunhistochemischen A20-Nachweises einer
Biopsie bei akutem Nierenversagen.

FFPE fixiertes Gewebe von Nierenbiopsien. Immunhistochemischer Nachweis der A20-Expression
(positive Zellen in braun), Gegenfarbung der Zellkerne mit Hamaleun (blau). Links VergrofRerung 20x
(Balken zeigt 100 um), rechts Vergréf3erung 40x (Balken zeigen 50 ym).
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Mittelwert | Kreatinin CRP Leukozytenzahl/
10 GF mg/dl eGFR |mg/l |[NI
Fallnummer | Biopsie 1 Niere Serum Serum | Serum | Serum
1 1.1 5,4 1,78 45 299,68
2 2.1 2 2,82 26 2,519,21
3 3.1 3,4 6,63 9 1,2|6,5
4 4.1 2,1 16,91 3 8,9(9,24
5 5.1 1,2 1,58 46 0,4|7,99
6 6.1 1 5,72 9 17 16,47
7 7.1 2 6,79 7 218,22
8 8.1 0,4 14,94 3 5,3 (6,09
9 9.1 4,3 10,17 6 3719,39
10 10.1 1,5 3,1 17 14 (4,75
11 11.1 1,9 11,72 4 2,415,38
12 12.1 15,7 10,28 5 6,1(5,12
13 131 0,5 2,41 27 214,53
14 14.1 1,4 2,23 31 1,5(9,74
15 15.1 0,5 1,89 44 1,1(5,94
16 16.1 3,4 2 37 2,217,8
17 171 0,7 1,69 48 5,6 | 5,05
18 18.1 2,1 1,72 52 14,41

Tabelle 5: Immunhistochemische Auswertung der ersten Biopsien, Zeitpunkt ,A*

Mittelwert
10 GF Kreatinin | eGFR | CRP Leukozytenzahl
Fallnummer | Biopsie 2 Niere Serum Serum | Serum | Serum

1 1.2 0,1 2,29 36| 0,66 7,25
4 4.2 0,5 2,56 39 14 7
8 8.2 0 3,19 21 0,4 4,7
11 11.2 2,1 6,76 7 81 8,5
12 12.2 0 7,07 7 18 14,2
13 13.2 1,2 1,8 36 13 4,95
14 14.2 0,6 2,41 28 2,4 12,4
17 17.2 1,3 1,49 56 5,4 6,7
18 18.2 6,9 1,7 52 4,4 4

Tabelle 6: Immunhistochemische Auswertung der zweiten Biopsien, Zeitpunkt ,,B*

Mittelwert
10 GF Kreatinin | eGFR | CRP Leukozytenzahl
Fallnummer Biopsie 3 Niere Serum Serum | Serum | Serum
1 1.3 0 3,42 21| 0,36 5,17
12 12.3 0,2 4,42 12 8,9 8,99
13 13.3 0,7 2,48 26 16 6,6

Tabelle 7: Immunhistochemische Auswertung der dritten Biopsien, Zeitpunkt ,C*
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Mittelwert
10 GF Kreatinin | eGFR | CRP Leukozytenzahl
Fallnummer Biopsie 4 Niere Serum Serum | Serum | Serum
13 13.4 2,3 2,12 31 7,8 5,9

Tabelle 8: Immunhistochemische Auswertung der vierten Biopsien, Zeitpunkt ,,D*

Zur Analyse wurde der Mittelwert der 10 ausgezahlten Gesichtsfelder ermittelt. Hier
zeigte sich, dass die Anzahl der A20-positiven Zellen stark variiert, aber, dass A20-
positive Zellen insbesondere unter den infiltrierenden Immunzellen zu beobachten
waren. Die Anzahl positiver Zellen war zum Zeitpunkt des akuten Nierenversagens (A)
im Vergleich zu nach der Transplantation (B — D) erhéht (Abbildung 2A). Es wurde
allerdings keine Korrelation der Zahl A20-positiver Zellen zu den Parametern der
Nierenfunktion (GFP, Kreatinin) oder zu den Entzindungsparametern im Blut (CRP,
Leukozytenzahl) beobachtet. Exemplarisch wurde in Abbildung 2B die Zahl der A20-
positiven Zellen abhangig von dem Serum-Kreatinin dargestellt (r = 0,2101, p =
0,4027). Die Daten wurden mithilfe des Pearson-r-Korrelationskoeffizienten
ausgewertet, wobei ein zweiseitiger p-Wert (two-tailed) zur Signifikanzprufung

herangezogen wurde.
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Abbildung 2: Erhéhte Anzahl A20-positiver Zellen in Nierenbiospien bei akutem Nierenversagen.

A: Schematische Darstellung der Probenerhebung. B: Zahl der A20+ Zellen/HPF in Nierenbiopsien bei
akutem Nierenversagen (Zeitpunkt A) im Vergleich zu Biopsien von unmittelbar vor bis nach der
Transplantation (Zeitpunkt B — D). Statistische Analyse mittels Mann-Whitney-Test. C: Vergleich der
Serum-Kreatininkonzentration als Surrogatparameter zum Zeitpunkt der akuten Nierenschadigung mit
der Anzahl A20-positiver Zellen pro HPF (high power field) in einer Biopsieprobe.

4.2 A20-mRNA Expression bei akuter Nierenschadigung und bei der

TransplantatabstofRung

Aus paraffinierten Biopsieschnitten wurde RNA gewonnen und anschliel3end mittels
gPCR die A20-Expression gemessen, wobei sich bei einigen Proben eine erhdhte

A20-Konzentration zeigte.
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Abbildung 3: Verstarkte A20-Expression bei akutem Nierenversagen und einer Transplantatabsto3ung.
A20 Expressionsanalyse mittels gPCR in FFPE fixierten Nierenbiopsien. Untersucht wurden gesunde
Kontrollen (HC = Healthy Control, n = 5), Akutes Nierenversagen (A, n = 2), Nullbiopsie vor
Transplantation (B, n = 3), Keine AbstoRung (C1, n = 1), AbstoBung (C2, n = 3), Steroidstol3therapie
nach Abstof3ung (D. n = 1) sowie Follow-up (= ein Jahr nach Transplantation) Proben (E, n = 2).
Dargestellt sind die ACp Werte von A20, normiert auf Actin als Mittelwerte £+ SEM. Die statistische
Analyse erfolgte mittels t-test.

Die Proben zum Zeitpunkt A stammen von Patienten mit akuter Nierenschadigung. Der
Zeitpunkt B stellt eine Nullbiopsie vor unmittelbarer Nierentransplantation dar. Zu den
Zeitpunkten C1 und C2 wurde bei laborchemischem und klinischem Verdacht auf eine
AbstolRungsreaktion eine Biopsie durchgefihrt. Bei C1 zeigte sich lichtmikroskopisch
kein Verdacht auf eine AbstoRungsreaktion. Bei C2 wurde histologisch eine AbstoRung
diagnostiziert. Zum Zeitpunkt D erfolgte ein Steroidstol3 zur Behandlung einer akuten
Abstolungsreaktion (Abbildung 3).

Im Vergleich zu den gesunden Kontrollen zeigt sich zum Zeitpunkt A eine vermehrte
Induktion der A20 Expression. In den funf gesunden Kontrollen wurde keine A20-

Expression nachgewiesen.
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Bei den Biopsieproben zum Zeitpunkt C zeigt sich kein signifikanter Unterschied
zwischen Abstoldungsreaktion und keiner AbstoRungsreaktion. Vergleicht man jedoch
C2 mit den gesunden Kontrollen, so findet man bei gesicherter histologischer

AbstoRungsreaktion eine erhdhte A20-Expression.

Auffallig ist hierbei, dass die RNA-Expression nicht die Ergebnisse der IHC
widerspiegelt. Hier ist der Unterschied in der Stichprobenzahl anzumerken, aulRerdem

ist die Immunhistochemie weniger sensitiv als die gPCR.

4.3 Durchflusszytometrische Untersuchungen aus Patientenblut

Die intrazellulare A20-Expression in PBLs wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt
und mithilfe von Streulicht- sowie Boxplotdiagrammen dargestellt.

Die Untersuchungen zeigten, dass zu allen drei untersuchten Zeitpunkten (unmittelbar
vor Transplantation ,B“ drei Monate nach Transplantation ,C1% ein Jahr nach
Transplantation ,E“) eine deutliche A20-Expression in PBLs beobachtbar war. Im
untersuchten Kollektiv gab es keine AbstoRungsreaktion.

Durchflusszytometrische Messungen von CD4+/IFNy+ Zellen (Tnw1- Zellen) und
CD4/FoxP3+ Zellen (Regulatorische T-Zellen, Treg.- Zellen) zeigten keine
signifikanten Unterschiede zu den drei untersuchten Zeitpunkten (Abbildung 3).
Abbildung 4.A beschreibt den Anteil CD4+/IFNy+ Zellen in Relation zur
Gesamtzellzahl, wahrend in Abbildung 4.B der Anteil der CD4+/IFNy+ Zellen in
Relation zu CD4+ Zellen dargestellt ist. Die Abbildungen 4.C und D entsprechen den
vorher beschriebenen Abbildungen und zeigen die CD4+/FoxP3+ Zellen in Relation
zur Gesamtzellzahl bzw. zu CD4+ Zellen.

Abbildung 4.E und F zeigen reprasentative durchflusszytometrische Analysen.
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Abbildung 4: Konstante Zahl von TH1 Zellen und Tregs vor und nach Nierentransplantation.
A-B: Ubersicht tber CD4+IFNy+ Zellen (Tu1) und C-D: CD4+FoxP3+ Zellen (Treg) zu drei
verschiedenen Zeitpunkten (B, C1 und E). Dargestellt ist der jeweilige Anteil (Frequency) in Prozent
(%). E - F: Beispielhafte durchflusszytometrische Messungen der CD4+ IFNy+ und CD4+ Foxp3+ Zellen
zu Zeitpunkt B und C1. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
verschiedenen Zeitpunkten. N=14, Mittelwerte £+ SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-test.
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Abbildung 5: Konstante Zahl von A20+ T-Zellen (CD3+) vor und nach Nierentransplantation.
Konstante Zahl von A20+ T-Zellen (CD3+) vor und nach Nierentransplantation

A: CD3+ Zellen mit A20-Expression im Vergleich zur Gesamtzellzahl und B: im Vergleich zu allen CD3+
Zellen zu den drei Zeitpunkten B, C1, E. Dargestellt ist der jeweilige Anteil (Frequency) in Prozent (%).
C: Repréasentative durchflusszytometrische Messungen (C). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zu den drei verschiedenen Zeitpunkten. N=14, Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse
erfolgte mittels t-Test.

Der Vergleich der CD3+/A20+ Zellen, anteilig der gesamten Zellzahl oder aller CD3+
Zellen, zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei

untersuchten Zeitpunkten (Abbildung 5).
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Abbildung 6: Konstante Zahl von A20+ TH-Zellen (CD4+) vor und nach Nierentransplantation.
Dargestellt sind CD4+ Zellen mit A20-Expression im Vergleich zur Gesamtzellzahl (A) und im Vergleich
zur allen CD4+ Zellen (B) zu den drei Zeitpunkten B, C1, E, sowie die durchflusszytometrischen
Messungen (C). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zu den drei verschiedenen
Zeitpunkten. N=14, Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittel t-Test.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der durchflusszytometrischen
Analyse der CD4+ Zellen mit A20-Expression im Vergleich zu der Gesamtheit der
CD4+ Zellen, jeweils durchgefihrt zu den drei Zeitpunkten B, C1 und E. Die
statistische Analyse erfolgte mittels t-Test. Die Ergebnisse basieren auf N=14 und sind

als Mittelwerte + SEM dargestellt (Abbildung 6).

Die CD11b+/A20+ Zellen zeigten zu den untersuchten Zeitpunkten ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied (Abbildung 7).
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(B) zu den drei
durchflusszytometrischen Messungen (C). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zu den drei
verschiedenen Zeitpunkten. N=14, Mittelwerte £ SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-Test.
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Abbildung 8: Konstante Zahl von A20+ B-Zellen (CD19+) vor und nach Nierentransplantation.
Dargestellt sind CD19+ Zellen mit A20-Expression im Vergleich zur Gesamtzellzahl (A) und im Vergleich
zur allen CD19+ Zellen (B) zu den drei Zeitpunkten B, C1, E, sowie die durchflusszytometrischen
Messungen (C). Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei den CD19+ A20 Zellen im Vergleich
zu der gesamten Zellzahl, im Vergleich zwischen Zeitpunkt E und B. N=14, Mittelwerte + SEM. Die
statistische Analyse erfolgte mittels t-Test.

Bei den B-Lymphozyten, den CD19+ Zellen, zeigte sich ein signifikanter Unterschied
im Anteil der CD19+ A20+ Zellen, im Vergleich mit der Gesamtzellzahl zwischen den
untersuchten Zeitpunkten. Hier wurden vermehrt CD19+A20+ Zellen zum Zeitpunkt E,
also der Kontrolle ein Jahr nach Transplantation, im Vergleich zum Zeitpunkt B,
unmittelbar vor der Transplantation, beobachtet (Abbildung 8.A). Der Anteil der A20+
B-Lymphozyten dagegen blieb konstant (Abbildung 8.B).
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4.4 Expressionanalyse von A20 im Kontext der Lupus Nephritis (In-vitro)

Ein haufiger Grund fur eine akute Nierenschadigung sind autoimmunvermittelte
Erkrankungen, wie zum Beispiel der systemische Lupus erythematodes. Im Zuge
dessen renaler Manifestation, Lupus Nephritis (LN), kommt es zu schubweise
verlaufenden Entzindungsreaktionen. Inwiefern A20 im Kontext der LN eine
funktionelle Rolle inne hat, sollte im Folgenden anhand von funktionellen In-vitro-

Versuchen untersucht werden.

Hierzu wurde die Expression von A20 auf proinflammatorische Stimuli in Makrophagen

und renalen Tubulus Epithelzellen untersucht (murin und human).
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4.41 A20-RNA Induktion in humanen Tubulusepithelzellen (TEZ)

Im Folgenden sind die Ergebnisse der qPCR humaner TEZ nach Stimulation

dargestellt, wobei die Kontrolle mit Zellkulturmedium ohne Stimulanz erfolgte.
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Abbildung 9: A20-Expression in humanen TEZ nach Stimulation mit TNFa sowie LPS/IFNy.

A: Stimulation fur 4h sowie B: Stimulation fir 24h, mit unterschiedlichen proinflammatorischen
Mediatoren. Die A20 mRNA Expression wurde anschlieRend mittels gPCR ermittelt. Hierbei war nach
4-stingiger Stimulation mit IL-1b und TNFa ein signifikanter Unterschied in der A20 Expression
messbar. Nach 24h zeigte sich nach Stimulation mit IL-1b, TNFa und LPS+IFNy eine deutlich
signifikante A20-Expression. Die ubrigen Stimulationen fiihrten zu keiner gesteigerten A20-Expression.
Dargestellt ist die auf Actin normierte A20- Expression, relativ zur jeweiligen unstimulierten Kontrolle
(ctrl). Mittelwerte £ SEM. Statistische Analyse erfolgte mittels t-test. Ctrl = unbehandelte Kontrolle.

Nach einer vierstiindigen Stimulation flhrte IL-1B zu einem signifikanten Anstieg der
A20-Expression im Vergleich zur Kontrolle, wortuber hinaus die A20-Expression durch
TNFa verstarkt, exprimiert wurde (Abbildung 9.A). Im Gegensatz dazu zeigten LPS
sowie die Interferone IFNa, IFNB und IL-28A keine signifikanten Veranderungen der

A20-Expression im Vergleich zur Kontrolle.

Nach 24-stundiger Stimulation ergab sich ein ahnliches Muster (Abbildung 9.B): Die
Zytokine IL-1B und TNFa resultierten weiterhin in signifikanten Anstiegen der A20-
Expression im Vergleich zur Kontrolle, wobei der Effekt von TNFa besonders
ausgepragt war. Des Weiteren zeigte LPS auch nach 24 Stunden keine signifikante
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Wirkung. Jedoch induzierte die Kombination von LPS und IFNy nach 24 Stunden einen
signifikanten Anstieg der A20-Expression. Die Interferone IFNa, IFNB und IL-28A
blieben auch nach 24 Stunden ohne signifikante Auswirkungen auf die A20-
Expression. Erwartungsgemaly fuhrte die Stimulation mit vorwiegend uber NF-kB

wirkenden Signalen zu einer deutlich erhohten Expression von A20 in den Zielzellen.

4.4.2 A20-Protein Induktion in humanen Tubulusepithelzellen

Die A20-Proteinexpression nach Stimulation humaner TEZ wurde mittels Western Blot
untersucht und im Folgenden zusammenfassend dargestellt. Es wurden TEZ

verwendet, die aus Urin gewonnen wurden (UTEZ).

ctrl LPS/IFNy TNFa
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Abbildung 10: Verstarkte A20-Proteinexpression in TEZ nach Stimulation mit TNFa.

Exemplarischer Ausschnitt aus einem Western Blot mit aus Urin gewonnenen TEZ (uTEZ). Nach
Stimulation Gber 24h mit TNFa und LPS+IFNy erfolgte der A20-Nachweis. Unstimulierte uTEZ (ctrl)
dienten als Vergleich. Bei der Ladekontrolle handelt es sich um GAPDH.

In dem hier durchgeflhrten reprasentativen Western Blot (Abbildung 10) humaner
renaler uTEZ, 48 Stunden lang mit LPS sowie IFNy oder TNFa stimuliert, wurde
GAPDH als Ladekontrolle verwendet. Ein erheblicher Anstieg der A20-Expression war
unter Stimulation mit TNFa im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle erkennbar,

wahrend die Expression unter LPS und IFNy weniger deutlich ausfiel. Bei
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unstimulierten Kontrollen zeigten sich kaum Banden in dem Bereich, in dem A20 zu
finden ware. Ahnlich, wie im vorigen Abschnitt gezeigt, fiihrte die Stimulation mit TNFa
zu der deutlichsten Steigerung der A20-Expression. In zukinftigen Untersuchungen
konnten die hier etablierten Bedingungen genutzt werden, um zu untersuchen, ob ein
autoimmuner Hintergrund die A20-Expression nach Stimulation beeinflusst. Da aus
Urin gewonnene uTEZ sich in den hier gezeigten Untersuchungen ahnlich verhalten
wie aus Gewebe gewonnene TEZ, kdnnten uTEZ aus gesunden Probanden und LN-

Patienten verglichen werden.

4.4.3 A20-RNA Induktion in humanen Makrophagen

Humane Makrophagen, differenziert aus Blut isolierte Monozyten, wurden ebenfalls

auf ihr Vermogen hin untersucht, A20 nach Stimulation zu exprimieren.

nd
nd

S nd
‘0
i
- L &
2 10-
< 4
< T
Z
1’4 ® °
E 54 °
()
Z 2 |%|
© | ° | b °
g LM -

ctrl  LPS+IFNy TNFa ctrl  LPS+IFNy TNFa

Hypoxie Hypoxie Hypoxie

Abbildung 11: Induktion der A20-Expression in humanen Makrophagen mittels LPS+IFNy, unabhangig
von hypoxischen Bedingungen.

Humane Makrophagen, nach Differenzierung aus Monozyten, wurden 24h unter Hypoxiebedingungen
und BTPS-Bedingungen stimuliert. Mittels gPCR wurde die A20-mRNA-Expression ermittelt, GAPDH
diente als Housekeeping Gen. Dargestellt ist, die auf GAPDH normierte A20-Expression, relativ zur
unstimulierten Kontrolle. Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse erfolgte mittels t-test.

Zunachst wurde die Stimulation mit TNFa zu der mit LPS/IFNy verglichen, sowohl unter

hypoxischen als auch unter normoxischen Bedingungen (Abbildung 11).
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Die Stimulation mit LPS/IFNy fuhrte zu einer deutlichen Erhohung der A20-mRNA-

Expression (p < 0,0001), sowohl unter normoxischen als auch hypoxischen

Bedingungen. Wahrend unter Normoxie lediglich ein tendenzieller Anstieg beobachtet
wurde (p = 0,0516), zeigte sich unter hypoxischen Bedingungen ein signifikanter

Anstieg der Expression (p = 0,0469).

Interessanterweise ergab die statistische Untersuchung zwischen hypoxischen und
normoxischen Bedingungen keinen Unterschied, weshalb der Einfluss von Hypoxie

auf die A20-Expression nicht weiter untersucht wurde.

In humanen Makrophagen fuhrte die Stimulation mit LPS/IFNy zu der vergleichsweise
hochsten A20-Expression, anders als in humanen TEZ (hier fuhrte TNFa zur

deutlichsten Expressionssteigerung).
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Abbildung 12: Vergleichbare A20-Expression in humanen Makrophagen (SLE) im Vergleich zu
gesunder Kontrolle.

Monozyten wurden aus dem Blut gesunder Probanden (HC) und Patienten mit SLE isoliert, diese
wurden zu Makrophagen differenziert und anschlieBend 24h mit TNFa stimuliert. Mittels gPCR wurde
die A20-mRNA-Expression ermittelt, GAPDH diente als Housekeeping Gen. Dargestellt ist die auf
GAPDH normierte A20-Expression relativ zur unstimulierten Kontrolle. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied. Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse erfolgte mittels t-test.

Zur Untersuchung der A20-Expression in humanen Makrophagen wurden Monozyten
aus dem peripheren Blut gesunder Probanden (HC) sowie von Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes (SLE) isoliert und in-vitro zu Makrophagen
differenziert. Anschlielend erfolgte eine 24-stiindige Stimulation mit TNFa. Die A20-
mMRNA-Expression wurde mittels quantitativer PCR (QPCR) analysiert, wobei GAPDH
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Ergebnisse

als Housekeeping-Gen zur Normalisierung diente. Die dargestellten Werte geben die

A20-Expression relativ zur jeweiligen unstimulierten Kontrolle wieder.

Ein vergleichbarer Versuchsaufbau wurde mit einer alternativen Stimulation durch LPS
und IFNy durchgefuhrt. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der A20-
Expression zwischen den Makrophagen der SLE-Patienten und denen der gesunden

Kontrollgruppe (Abbildung 12).

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte £ SEM angegeben, die statistische Auswertung

erfolgte mittels t-Test.

4.4.4 A20-RNA Induktion in murinen Tubulusepithelzellen

Um den Einfluss des autoimmunen Hintergrunds auf die A20 Expression zu
untersuchen, wurden im Folgenden murine TEZ aus MRL-FasP" Lupus Mausen

stimuliert und mit TEZ, isoliert aus C57BL/6J Mausen, verglichen.
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Abbildung 13: Vergleichbare Expression von A20 in renalen TEZ aus Lupus und Kontrollmdusen nach
Stimulation.

Es wurden priméare murine TEZ aus Kontroll- und MRL-Fas/»"Mausen 24h stimuliert. Mittels gPCR wurde
die A20-mRNA-Expression ermittelt, GAPDH diente als Housekeeping Gen. Dargestellt ist die auf
GAPDH normierte A20-Expression relativ zur unstimulierten Kontrolle (ctrl). Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied. Mittelwerte £+ SEM. Statistische Analyse erfolgte mittels t-test.
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Ergebnisse

In murinen renalen TEZ wurde mit IL-1b, LPS/IFNy oder TNFa stimuliert, allerdings
hatte hierbei der genetische Hintergrund der Donor-Mause keinen Einfluss auf die
Starke der A20-Induktion (Abbildung 13). Im Gegensatz zu den Beobachtungen in
humanen TEZ fuhrte in murinen TEZ die Stimulation mit LPS/IFNy zur deutlichsten

Expressionssteigerung von A20.

4.4.5 A20-RNA Induktion in murinen Makrophagen

Es wurden, aquivalent zu den humanen Makrophagen, murine Knochenmarkszellen
erst zu Makrophagen differenziert und anschliefend stimuliert. Nach Stimulation
wurde anschliel’end die A20-Expression mittels qPCR ermittelt. Eine Stimulation mit
IL-4, fuhrte zur Differenzierung zu M2 Makrophagen, hatte allerdings keinen Einfluss
auf die A20-Expression (nicht gezeigt). Die Stimulation mit LPS/IFNy flhrte zur
Differenzierung zu M1 Makrophagen und zur verstarkten Expression von A20
(Abbildung 14, p = 0,0016 fir Makrophagen aus C57BL/6J Mausen).
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Abbildung 14: Tendenziell verstarkte Expression von A20 in primaren Makrophagen aus Lupus im
Vergleich zu Makrophagen aus Kontrollmausen nach Stimulation.

Murine Makrophagen, differenziert aus KM-Zellen von nativen (B6-) und MRL-Fas/-Mausen, wurden
24 Stunden stimuliert. Mittels gPCR wurde die A20-mRNA-Expression ermittelt, GAPDH diente als
Housekeeping Gen. Dargestellt ist die auf GAPDH normierte A20-Expression, relativ zur
unstimulierten Kontrolle (ctrl). Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse erfolgte mittels t-test.
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Die Expression von A20 war in Makrophagen aus MRL-Fas/Pr Mausen im Vergleich zu
Makrophagen aus C57BL/6J tendenziell erhéht. Um eine belastbare Aussage treffen

zu konnen, ist eine Erweiterung der Versuche notwendig.

5 Diskussion

5.1 These

Die vorliegende Doktorarbeit untersucht die protektive Funktion des Zinkfingerproteins
A20 im Kontext der AbstoRungsreaktion nach Nierentransplantation sowie die Rolle
von A20 in autoimmunen Prozessen wie dem SLE, wobei der Fokus auf der
detaillierten Analyse der Funktion und Expression des Zinkfingerproteins A20 wahrend
der Nierentransplantation liegt. Es wird postuliert, dass A20 eine entscheidende Rolle
bei der Regulation der Immunantwort spielt und somit als potenzieller Schutzfaktor
gegen AbstoRungsreaktionen und autoimmune Prozesse agiert. Die Untersuchungen
sollen dazu beitragen, ein tieferes Verstandnis fur die zugrundeliegenden
Mechanismen zu gewinnen und mogliche therapeutische Ansatze zur Modulation von

A20 bei der Nierentransplantation und bei Lupus-Nephritis zu identifizieren.

5.1.1 Die Rolle von A20 im Rahmen der NierentransplantatabstoBungsreaktion

Das TNFAIP3 ist ein Zink-Finger-Protein und ein Ubiquitin-editierendes Enzym, das

als zentraler negativer Regulator des NF-kB-Signalwegs fungiert (32).

In dieser Arbeit wurden die Expression von A20 in Nierenbiopsien und Blutzellen
wahrend akutem Nierenversagen und nach Transplantation, ggf. unter

AbstoRRungsreaktionen mittels Immunhistochemie und gPCR, untersucht.

Die Biopsieproben zum Zeitpunkt A mit akuter Nierenschadigung zeigten eine erhohte
A20-Expression, die mit akuter Inflammation assoziiert werden konnte, wobei die
gleichzeitige CRP-Erhéhung im Labor im Vergleich zu den folgenden Zeitpunkten die
entzindliche Situation zum Zeitpunkt A bestatigt. Dagegen weisen die Nullbiopsien vor

unmittelbarer Nierentransplantation keine erhdhte A20-Konzentration auf. Die
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anschlielRenden Biopsieproben zum Zeitpunkt C2, also bei histologisch gesicherter
AbstoRungsreaktion, zeigen erhdhte A20-Konzentration in der gqPCR, die mit vermehrt
infiltrierenden A20-positiven Zellen in der Immunhistochemie Ubereinstimmt. Jedoch
indiziert die nach SteroidstoRtherapie enthommene Probe keine Erhdhung von A20
mehr, was darauf hindeuten konnte, dass die Entzindung durch die Therapie

erfolgreich kontrolliert wurde.

Die Analyse der Durchflusszytometrie zum Zeitpunkt B (unmittelbar vor
Transplantation) zeigte keine signifikanten Unterschiede in der A20-Expression in
PBLs, im Vergleich zu den spateren Zeitpunkten (drei Monate (C1) bzw. ein Jahr nach
Transplantation (E)). Dies steht im Einklang mit Studien, die zeigen, dass die Funktion
von Lymphozyten bei akuter Nierenschadigung variieren kann, jedoch keine
signifikanten Unterschiede in der A20-Expression in stabilen Phasen aufweist (87, 88).
Die konstante A20-Expression zum Kontrollzeitpunkt E ist koharent zu dem Bild einer

stabilen Transplantatphase in der Literatur (89, 90).

Dagegen zeigten Vagiotas et al. (91) und Mirzakhani et al. (92), dass in stabilen
Phasen nach Transplantation die Immunzellzahl weitgehend konstant blieb, deren A20

Expression allerdings vermindert war.

Die widersprichlichen Befunde zur Stabilitdt der Immunzellzahlen und AZ20-
Expression nach Transplantation deuten auf die Komplexitat der Immunregulation hin.
Weitere Studien sind notwendig, um diese Diskrepanzen zu klaren und die Rolle von

A20 in der Transplantationsimmunologie besser zu verstehen.

Nach einer Transplantation werden die T-Zell-Antworten primar durch
Immunsuppressiva (z. B. Calcineurin-Inhibitoren) kontrolliert, die direkt die IL-2-
Signalwege blockieren. A20 spielt hier eine untergeordnete Rolle. In CD4+-T-Zellen
fordert A20 zwar Autophagie und hemmt mTOR, diese Effekte sind jedoch klinisch
weniger relevant, da die T-Zell-Aktivierung bereits pharmakologisch supprimiert wird
(4). Das konnte eine Erklarung fur die gleichbleibende A20-Expression in CD4+ Zellen
in den hier vorliegenden Untersuchungen darstellen. Posttransplantationsstudien
zeigen keine signifikanten A20-Veranderungen in CD4+-T-Zellen, mdglicherweise
wegen redundanter regulatorischer Mechanismen (4).

A20 wird in myeloischen Zellen basal nur schwach exprimiert, im Gegensatz zu T-

und B-Zellen oder Endothelzellen (66, 93, 94). CD11b+-Zellen (z. B. Monozyten,

Makrophagen) exprimieren somit A20 nur geringflgig, sodass zusatzliche
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Regulationen moglicherweise posttransplantatorisch nicht signifikant messbar sind. In
Nierentransplantatbiopsien zeigten CD11b*-myeloische Zellen eine starke Assoziation
mit mikrovaskularer Entzindung und AbstoRung (95, 96). Hier konnte eine A20-
Expression in CD11b+ Zellen beobachtet werden; da in dem hier untersuchten
Kollektiv keine AbstoRungsrektion vorkam, passt die beobachtete konstante A20-

Expression zu der genannten Literatur.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnte hier lediglich eine signifikante Zunahme von
A20-exprimierenden CD19+ Zellen zum Zeitpunkt E, im Vergleich zu Zeitpunkt B
beobachtet werden. In vielen Arbeiten wurde bereits beschrieben, dass die
Immunzellpopulationen nach einer stabilen Transplantationsphase keine signifikanten
Veranderungen aufweisen. Die hier dargestellten Ergebnisse lassen sich als
kompensatorisch gesteigerte Expression von A20 in B-Zellen interpretieren, mit dem
Ziel, Uberschiefende Antikorperantworten — etwa die Bildung Donor-spezifischer
Antikdrper — zu unterdricken und so einer antikérpervermittelten AbstoRung
entgegenzuwirken (4, 91, 97, 98). A20 unterdrickt in B-Zellen die NF-kB-Aktivierung
und hemmt dadurch deren Proliferation, IL-6-Expression und
Autoantikdrperproduktion. Patienten mit einer niedrigeren CD19+ Zellzahl haben ein
geringeres Risiko, ein Transplantatversagen zu erleiden (88, 99). Standard-
Immunsuppressiva (z. B. Calcineurin-Inhibitoren) hemmen vorwiegend T-Zell-
Aktivierung, wahrend B-Zellen weniger effektiv unterdrickt werden (57). Somit kdnnte
eine Erhdhung der A20-Expression in den verbleibenden CD19+ Zellen ein

Schutzmechanismus sein, um deren pathogene Aktivitat weiter zu begrenzen (4).

Schafer (84) zeigte in einer vorhergehenden Arbeit, dass es in den durchgeflhrten
durchflusszytometrischen Analysen keinen signifikanten Unterschied in der
Expression von A20 in PBLs von Patienten mit akuter AbstolRungsreaktion und ohne
AbstoRungsreaktion gab. Dies passt zu den hier beobachteten konstanten Expression

von A20 in PBLs, unabhangig von dem Schadigungsstadium der Nieren.

Es ist bekannt das A20 den NF-kB-Signalweg durch Deubiquitinylierung von
Schlusselmediatoren wie RIP1 und TRAF6 hemmt (6). Bei reduzierter A20-Expression
kommt es zu einer unkontrollierten NF-kB-Aktivierung, die durch vermehrte
Inflammation die Gewebsschadigung verstarkt. Das Protein A20 unterdruckt die NF-
kB-Aktivierung durch Deubiquitinylierung von Schlisselmediatoren wie RIP1 und
TRAFG6. Dies reduziert die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und begrenzt

Entzindungsschaden im Transplantat (4, 48). Es wurde gezeigt, dass bei akuter
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NierentransplantatabstoRung A20 in den Transplantaten vermehrt exprimiert wurde,
um den NF-kB-Signalwege zu hemmen und Gewebeschaden somit zu begrenzen (31,
100, 101).

In verschiedenen Versuchen konnte im Tiermodell ebenfalls nachgewiesen werden,
dass eine erhohte  A20-Expression in Endothelzellen vor  einer
Transplantarteriosklerose ~ schutzt  (102). Auch stellen die Ischamie-
Reperfusionsschaden (IRI) ein erhebliches Risiko fur die verzogerte Funktion und
AbstoRung transplantierter Nieren dar. Rogers et al. (103) belegten, dass A20 die
Homobostase in der Niere aufrechterhdlt und somit die Niere vor einer

AbstoRungsreaktion schitzt.

In den hier erhobenen Daten zeigte sich eine vermehrte A20-Expression bei akuter
Nierenschadigung und akuter AbstoRungsreaktion. Dies deckt sich mit den
wissenschaftlichen Erkenntnissen, dass bei Entzindung A20 als protektiver Faktor

vermehrt exprimiert wird.

In der Nierentransplantation wurde A20 als potenzieller Biomarker fir das
Transplantationsergebnis  untersucht. Eine hohe A20-mRNA-Expression in
Gefallendothelzellen (102) und Tubulusepithelzellen (104, 105) korrelierte mit
besserem Transplantatiberleben und reduzierter AbstoRungsaktivitat (4). Dagegen
wurde eine geringere A20-Expression in  Tubuluszellen mit Ischamie-

Reperfusionsschaden und akuter AbstoRung assoziiert (4, 100, 103).

Grundsatzlich hat A20 Potenzial als Biomarker flr die Detektierung einer akuten
AbstoRungsreaktion zu fungieren, ebenfalls eignet es sich zur Risikostratifizierung.
Jedoch wurde keine solche Regulation der A20-Expression in der vorliegenden

Untersuchung beobachtet.

In Studien wurde gezeigt, dass Glukokortikosteroide die A20-Expression in humanen
glatten Atemwegsmuskeln induzieren kdnnen (106-108). Ebenfalls deutet eine Arbeit
von Emal et al. (109) auf eine mdgliche Induktion von A20 durch die Gabe von
Tacrolimus hin. Auch MMF induziert die vermehrte A20-Expression (110, 111). In den
zitierten Studien wurden sowohl Mause als auch Ratten verwendet. Die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen ist natiirlich nur teilweise mdglich.
Dennoch decken sich die Ergebnisse mit den hier erhobenen Daten, die eine

konstante A20-Expression zum Zeitpunkt E bei stabiler Transplantatfunktion zeigten.
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Diese Induktion erschwert eine mogliche Verwendung als Biomarker fur die alleinige
Detektion einer AbstoRungsreaktion. Moéglicherweise ist deshalb eine Nutzung zur

Risikostratifizierung anhand der A20-Expression vielversprechender.

Klinische Validierungsstudien sind jedoch notwendig, um einen Nutzen in der

Routinediagnostik zu detektieren.

5.1.2 Die A20- Expression im Kontext einer Lupus Nephritis

Bei In-vitro-Versuchen wurden humane und murine Makrophagen und renale
Tubulusepithelzellen stimuliert, um die darauffolgende A20-mRNA-Expression zu
untersuchen. Zusatzlich wurden die Beobachtungen mittels Western Blot auf

Proteinebene bestatigt.

Die verwendeten Zytokine IL-1b, TNFa sowie LPS aktivieren den Transkriptionsfaktor
NF-kB in TEZ und Makrophagen, weshalb sie sich als Stimulanzien zur Messung der
A20-Expression mittels gPCR eigneten. Dies passte zu den in der Literatur
beschriebenen Beobachtungen zu IL-1b und TNFa bezuglich ihres Vermogens A20 zu
induzieren (6, 31, 112).

Die vorgenommenen Versuche zeigten, dass LPS und IFNy bei unterschiedlichen
Zelltypen eine verschieden starke Expression von A20 auslosen konnten. Diese
divergente Expression von A20 unter Verwendung abweichender Stimuli konnte auf
die differenten Signalwege zurlckzufuhren sein, die durch LPS und TNFa aktiviert
werden: LPS bindet sich an TLR4 und aktiviert NF-kB Gber MyD88-abhangige sowie
unabhangige Signalwege (113), wahrend sich TNFa an seinen Rezeptor (TNF-
Rezeptor 2) bindet und NF-kB Uber die TRAF2-vermittelte Route aktiviert (26, 114).
Dies deckt sich mit der im Western Blot beobachteten Zunahme der A20-Expression
unter der TNFa-Stimulation im Vergleich zu LPS und IFNy, wobei die erhdhte A20-
Expression unter TNFa auf eine effektivere Antwort Gber den TRAF2-Signalweg
hinweist. Wie in der Literatur (115) (116) beschrieben, lasst dies auf eine starkere
Aktivierung des A20-Gens durch TNFa, als durch LPS und IFNy schliel3en.

Gemal der Literatur kann die Stimulation von Zellen mit IL-1b und LPS ferner die
Expression von A20 induzieren (94). Ebenfalls existieren Studien, die dokumentieren,

dass TNFa die Expression von A20 einleiten kann (117). Beispielsweise wurde
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gezeigt, dass die Behandlung von Endothelzellen mit TNFa zu einer Erhéhung der
Expression von A20 zu fuhren vermag (118), was die vorliegenden

Versuchsergebnisse bestatigen.

Daruber hinaus sind die Zytokine IL-1b und TNFa bedeutende Ausloser von

Entzindungen, die bei Nierenabstollungsreaktionen eine Rolle spielen (3, 4, 60)

Gleichzeitig zeigten Western Blots eine hohere A20-Proteinkonzentration nach 24
Stunden Stimulation durch TNFa, als durch LPS und IFNy, wobei bekannt ist, dass
A20 eine Rolle bei der NierenabstoRungsreaktion spielt (4, 6); die Versuche mit
menschlichen TEZ sind in diesem Zusammenhang besonders relevant. lhre
Ergebnisse konnen helfen, die Rolle von A20 bei Nierenabsto3ungsreaktionen
umfassender zu verstehen und moglicherweise neue therapeutische Ansatze zur

Behandlung von NierenabstoRungen zu entwickeln.

Andere Studien befassen sich mit der Induktion von A20 in Makrophagen und
Monozyten; so postulieren beispielsweise Potteti et al. (94) in ihrer Arbeit, dass die
Behandlung von Makrophagen mit LPS in Zusammenhang mit IFNy zu einer erhdhten
Expression von A20 fuhrt. Ebenfalls zeigten weitere Arbeitsgruppen, dass die
Induktion von A20 durch LPS und IFNy Einfluss auf die Aktivitat einer
Entziindungsreaktion im Sinne einer Regulation in Form der Abschwachung bei
Uberexpression hat (119, 120). Daraus lasst sich die Rolle des negativen Feedback-

Inhibitors von A20 ableiten.

Die Rolle von Hypoxie als Modulator der A20-Expression wurde ebenfalls untersucht,

und es wurde dargelegt, dass Hypoxie die A20-Expression nicht signifikant beeinflusst.

Das Zinkfingerprotein A20 wird nicht nur in Immunzellen, sondern auch in vielen

verschiedenen Zelltypen exprimiert (5).

Die Rolle von A20 in Makrophagen ist hinreichend bekannt und bereits erwahnt
worden. Durch seine hemmende Wirkung begrenzte A20 die NF-kB-Aktivierung und
NLRP3-Inflammasom-Aktivierung in Makophagen. Bei MRL-Fas/P’- Mausen konnte
gezeigt werden, dass eine A20-Uberexpression die IkB- und NF-kBp65-

Phosphorylierung in peritonealen Makrophagen signifikant reduzierte (121, 122).

In  Atemwegsepithelzellen wurde eine niedrigere  A20-Expression  mit

Atemwegserkrankungen wie dem Asthma bronchiale, der chronisch obstruktiven
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Lungenerkrankung (COPD) oder der Cystischen Fibrose in Verbindung gebracht (6,
39, 123).

A20 wird ebenfalls in Nierenpodozyten exprimiert und ist entscheidend fur die
Aufrechterhaltung der Nierenfunktion. Koéhler et al. (124) legten dar, dass A20-
podocyte-Knockout-Mause erhdhte Serumharnstoff- und Kreatininspiegel, also eine
verringerte Nierenfunktion aufweisen. Auch zeigten sie immunhistochemisch die

vermehrten Ansammlungen von inflammatorischen Zellen in den Glomeruli (124).

Die MRL-FasP-Mause dienen als Modell fir den SLE und weisen eine gestorte
Immunregulation auf, die wiederum zu einer Autoimmunreaktion fuhrt. Es bestehen
Hinweise darauf, dass die Fas/P-Mutation die Immunregulation und die Reaktion von
Makrophagen auf LPS sowie IFNy beeinflussen kann (125). Im Vergleich zu nativen
Mausen konnte in den hier vorgenommen In-vitro-Versuchen allerdings kein
Unterschied in der A20-Expression auf proinflammatorische Stimuli beobachtet
werden. Ahnlich verhielt es sich mit den Beobachtungen zur A20-Expression in
humanen Makrophagen aus SLE-Patienten, im Vergleich zu gesunden Kontrollen.
Allerdings konnte in mehreren Arbeiten ein Zusammenhang zwischen einer A20-

Defizienz und einer Lupus Nephritis hergestellt.

In MRL-Fas’»-Mausen konnte A20 die Aktivierung von NF-kB nicht suffizient beenden,
was zu einer Ubiquitin-Akkumulation und dadurch zu einer glomerularen Schadigung
durch Proteinakkumulation fuhrt (126). Auch fuhrte ein Mangel an A20 zu erhdhter
TNFa induzierten NF-kB- Aktivierung in Podozyten (126) (124).

Bei der Lupus Nephritis ist besonders die Rolle von A20 in Nierenpodozyten von
Bedeutung, wo der Funktionsverlust oder die Dysfunktion zur Uberaktivierung von NF-
KB und zur Nierenschadigung fuhrte. In Lupus-Podozyten blieb die A20-Induktion
um 40-50% niedriger als in gesunden Zellen, was zur anhaltenden NF-kB-Aktivierung
und glomerularen Schadigung fuhrte (14, 124, 126).

Der derzeitige Stand der Wissenschaft deutet an, dass A20 ein potenzielles
therapeutisches Ziel fiir die Behandlung der Lupus Nephritis darstellen kénnte. Uber
die Rolle von A20 als Biomarker wurde im vorhergehenden Abschnitt bereits diskutiert.

Eine Uberexpression von A20 fihrt im Lupus-Modell zu reduzierten
Glomerulosklerosen (127). Hierbei wurde mittels adenoviraler Vektoren A20 gezielt in
Mausen mit Lupus Nephritis vermehrt exprimiert, und so der NF-kB-Signalweg

unterdrickt (126). Kang et al. (128) stellten dar, dass Mause mit inflammatorischen
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Atemwegserkrankungen nach der Inhalation von A20 cDNA in adenoviralen Vektoren

eine deutlich reduzierte pulmonale Inflammation zeigten.

Ein weiterer Ansatz ist die Blockade von miRNAs, die A20-mRNA binden und deren
Translation hemmen. Dadurch erhoht sich die A20-Expression in T-Zellen und
Podozyten (25). Diese Erkenntnisse stellen vielversprechende Ziele fur mogliche
Biologika da (5).

6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Expression und Funktion des Zinkfingerproteins
A20 im Kontext der Nierentransplantation, insbesondere bei Patienten mit Lupus-
Nephritis und anderen autoimmunen Prozessen. Dabei reguliert A20 den NF-kB-
Signalweg, der eine zentrale Rolle bei der Entzindungsreaktion spielt. Das Ziel der
Arbeit bestand darin, die protektive Funktion von A20 gegen AbstoRungsreaktionen

und autoimmune Prozesse zu analysieren.

Zur Prufung der These, dass A20 als Marker fir ein akutes Nierenversagen dienen
koénnte, wurden Nierenbiopsieschnitte immunhistochemisch und mithilfe von gPCR auf
ihre A20-Expression untersucht, sowie anschlieend die Ergebnisse mit klinischen
Daten verglichen. Zusatzlich fanden durchflusszytometrische Analysen mit peripheren
Blutlymphozyten von Nierenbiopsie- sowie Transplantationspatienten statt. Wahrend
die A20 Expression bei akutem Nierenversagen oder einer TransplantatabstoRung in
den Nieren durchaus verstarkt im Vergleich zu gesunden Kontrollen exprimiert wurde,
konnte keine Regulation der A20-Expression in peripheren Leukozyten im zeitlichen
Verlauf von vor bis einem Jahr nach der Transplantation beobachtet werden, sodass
sich anhand einer solchen Untersuchung wohl kein Rulckschluss auf akute
Nierenschadigungen ziehen lasst. Im nachsten Schritt erfolgte der Transfer zu In-vitro-
Versuchen, in deren Zuge humane und murine Makrophagen sowie renalen TEZ mit
Zytokinen stimuliert wurden, um mittels gPCR und Western Blot die A20-Expression
zu bestimmen. Hierbei beeinflusste der autoimmune Hintergrund die Héhe der A20-
Expression nicht. Da es dennoch Studien gibt, die auf eine funktionelle Rolle von A20
in der Pathogenese der Lupus Nephritis hinweisen, kdnnten die hier vorliegenden
Beobachtungen bedeuten, dass die, bei der LN relevanten Zellen in Bezug auf A20

moglicherweise nicht die untersuchten TEZ und Makrophagen sind.
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Die Inhibition von NF-kB-Signalen uber eine verstarkte A20-Expression kann als
kompensatorischer Mechanismus dienen, um einerseits entzundliche Reaktion nach
Transplantation zu begrenzen und die Transplantatuberlebenszeit zu verlangern oder
andererseits chronische entzundliche Erkrankungen wie beispielsweise die Lupus

Nephritis regulierend zu beeinflussen.

Weitere zusatzliche Studien mussten folgen, um die genauen Mechanismen von A20
in verschiedenen Nierenerkrankungen zu kléaren und die klinische Relevanz zu
validieren. Wobei sie insbesondere die Analyse der zur Aktivierung und Regulation
von A20 fuhrenden Mechanismen sowie die zeitliche Dynamik der A20-Expression und

die Entwicklung gezielter Therapien umfassen sollten.

Langzeitstudien sind entscheidend, um die klinische Relevanz von A20 zu definieren
und seine Rolle in der Nierenfunktion nach Transplantation zu verstehen. Die
diskutierten Forschungsrichtungen konnten dazu beitragen, A20 als potenzielles
therapeutisches Ziel fur die Steigerung der Nierenfunktion nach Transplantationen zu

definieren und neue Behandlungsmethoden fir Nierenkrankheiten zu entwickeln.
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Anhang

Auflistung der verwendeten Materialien

1) Verwendete Reagenzien

Chemikalien

Katalognummer

Firma

Ammoniumchlorid
(NH4Cl) (0,15 M)

Kat.-Nr. 1.01145.1000

Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland

ABC-Complex Standard

Kat.-Nr. PK-6100

Vector Laboratories,
Inc., Newark, USA

Aqua dest.

(1000 ml)

Ampuwa

Kat.-Nr. 0123

B. Braun SE,

Melsungen, Deutschland

Avidin/Biotin Blocking Kit

Kat.-Nr. SP-2001

Vector Laboratories, Inc.,
Newark, USA

MiniProtean TGX Kat.-Nr. #4561093 Bio-Rad Laboratories
PreCast Gels 4-20 %, GmbH, Feldkirchen,
10-Well Combs, 30 Deutschland
pl/Well

MiniProtean TGX Kat-Nr. #4568093 Bio-Rad Laboratories
PreCast Gels 4-20 %, GmbH, Feldkirchen,
10-Well Combs, 30 Deutschland
pl/Well

Mini Protean TGX Kat.-Nr. #4561094 Bio-Rad Laboratories
PreCast Gels 4-20 %, GmbH, Feldkirchen,
15-Well Combs, 15 Deutschland
pl/Well

Bovines Serumalbumin
Fraction V (BSA)

Kat.-Nr. 11930.03

Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Citrat-Puffer pH 6,0
(0,01molll)

Kat.-Nr. 71497

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf,

Deutschland




3,3’-Diaminobenzidin

Kat-Nr. SK-4100

Vector Laboratories,

(DAB) Inc., Newark, USA
Dimethylsulfoxid Kat.-Nr. 472301-1L Sigma-Aldrich Chemie
(DMSO) GmbH, Schnelldorf,
Deutschland
PBS - Dulbecco’s Kat.-Nr. D 8537 Sigma-Aldrich Chemie
Phosphate Buffered GmbH, Schnelldorf,
Saline (500 ml) Deutschland
Ethanol Kat.-Nr. 1613.2500 PE AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Fetales Kalberserum Kat.-Nr. 10270-106 Thermo Fischer
(FCS) Scientific,
Waltham, USA

Ficoll Histopaque 1077
(500 ml)

Kat.-Nr. 10771

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf,

Deutschland

Fixationspuffer Cytofix Kat.-Nr. 51-9006613 BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland
Goat-Serum Kat.-Nr. X0907 Dako Deutschland

(Normalserum)

GmbH, Hamburg,

Deutschland

L-Glutamine Kat.-Nr. 31870-025 Thermo Fischer
(500 ml) Scientific,

Waltham, USA

Glycin Kat.-Nr. 11454894 Thermo Fischer
Scientific,

Waltham, USA

Golgi-Stop (Protein Kat.-Nr. 51-2092 KZ BD Biosciences,

Transport Inhibitor)

Heidelberg, Deutschland

Hemalaun (Mayer’s Kat.-Nr. A0884.1000 AppliChem GmbH,
Hemalaun) Darmstadt, Deutschland
Hydrogen Chloride Kat.-Nr. 100337 Sigma-Aldrich Chemie

Solution (HCI) (30 %)

GmbH, Schnelldorf,

Deutschland




lonomycin

Kat.-Nr. 10634

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf,

Deutschland

Kaliumhydrogencarbonat
(KHCOs3)

Kat.-Nr. 4852

Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Methanol Kat.-Nr. 8388.5 Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,
Deutschand
Milchpulver Kat.-Nr. T145.5 Carl Roth GmbH & Co.

KG, Karlsruhe,

Deutschand

Natriumazide (NaN3)

Kat.-Nr. S2002-100G

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf,

Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Kat.-Nr. 1T4P.1

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,

Deutschand

Natriumlaurylsulfat
(SDS)

Kat.-Nr. 223A.2

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,

Deutschand

PageRuler™ ungefarbte

Proteinleiter

Kat-Nr. 26619

Thermo Fischer
Scientific,
Waltham, USA

Paraformaldehyd (4 %)

Kat.-Nr. E 1644

Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Permount Mounting Kat.-Nr. SP 15-100 Thermo Fischer

Media Scientific,
Waltham, USA

Permwash Kat.-Nr. 51-2091 KE BD Biosciences,

Heidelberg, Deutschland

Phorbol-12-Myristate-13-
Acetate (PMA) (1 mg/ml)

Kat-Nr. P1585

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf,
Deutschland

VI



Puffer A Human FoxP3
Buffer

Kat.-Nr. 51-9005451

BD Biosciences,

Heidelberg, Deutschland

Puffer B Human FoxP3
Buffer

Kat.-Nr. 51-9005450

BD Biosciences,

Heidelberg, Deutschland

RNA-Isolations-Qiagen-
Kit RNeasy

Kat.-Nr. 172016677

Qiagen, Venlo,

Niederlande

RPMI Roswell Park
Memorial Institute 1640

Kat.-Nr. Medium 1640

Thermo Fischer
Scientific,
Waltham, USA

Saponin

Kat.-Nr. 34655

Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Sodium (Na)

Kat.-Nr. E 1644

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf,

Deutschland

Tris(2,3-
dibrompropyl)phosphat

Kat.-Nr. S365343

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf,

Deutschland

Tris-gepufferte
Kochsalzlésung (TBS)

Kat.-Nr. T6664

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf,

Deutschland

Tween-20

Kat.-Nr. 11332465001

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf,

Deutschland

Wasserstoffperoxid

Kat.-Nr. 9681.4

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,

Deutschand

Xylol

Kat.-Nr. 9713.3

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,

Deutschand

VI



2) Verwendete Puffer

Puffer

Zusammensetzung

ACK-Lyse-Puffer

0,15 M NH4CI, 10 mM KHCOs, 0,1 mM
Na2EDTA in H20 (Aqua dest. Ampuwa),
pH=7,4

10x Blot-Puffer

30 g Tris (250 mM), 144 g Glycin
(1,92 M)

1x Blot-Puffer

70 % Aqua dest. Ampuwa, 20 %
Methanol, 10X-Blot-Puffer

FACS-Puffer

5 % FCS, 0,09 % NaNszin 1x PBS

Fix-/Perm-Puffer

5 % FCS, 4 % Formalin, 0,09 % NaNs,
0,5 % (w/v) Saponin in 1x PBS

Laufpuffer (1 L)

30 g Tris (250mM), 144 g Glycin
(1,92 M), 10 g SDS (1 %)

5 % Milch in TBS/T (100 ml)

5 g Milchpulver, 10 ml 10X-TBS,
90 ml Aqua dest. Ampuwa,
50 pl Tween-20

Saponin-Puffer

5% FCS; 0,09 % NaNs; 0,5% (w/v)
Saponin in 1x PBS

TBS(11L) 60,5 g Tris, 87,6 g NaCl in 1000 ml Aqua
dest. Ampuwa, pH 7,5 (mit 30 % HCI)
TBS/T (1L) 100 ml 10X-TBS, 900 ml Aqua dest.

Ampuwa, 500 pl Tween-20

Wash-Buffer aus PBS und 0,1 % BSA

PBS — Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline, Bovines Serumalbumin Fraction
V (BSA), Goat-Serum (Normalserum),

ABC-Complex Standard,
3,3’-Diaminobenzidin (DAB), Aqua dest.
Ampuwa, Hemalaun, Permount

Mounting Media

VI



3) Verwendete Medien

Medium Zusammensetzung/Firma

DMEM (1x) - GlutaMaxTM - | 31966-021 Gibco, Life
Technologies, Thermo Fischer
Scientific Waltham, USA

DMEM (1x) / Hams F12 (1:1) 11320-074 Gibco, Life

Technologies

K1-Medium

komplett DMEM Hams F12

10 % FBS, 5 % P/S, 5 % Glutamin,
5 % Hormon Mix, 5 % HEPES,
huEGF

KM-Zellmedium

komplett DMEM GlutaMax

10 % FBS, 5 % P/S, 5 % Glutamin

4) Antikorper

Antikorper Katalognummer Firma

Biotinylated rabbit Kat.-Nr. BA-500 Vector Laboratories, Inc.,
anti-goat Newark, USA
CD11b PE mouse Kat.-Nr. B228654 BioLegend Inc.,
anti-human Amsterdam, Niederlande
CD4 APC mouse Kat.-Nr. 7137857 BD Biosciences,
anti-human Heidelberg, Deutschland
CD14 PE mouse Kat.-Nr. 7156942 BD Biosciences,
anti-human Heidelberg, Deutschland
CD3 PerCP mouse Kat.-Nr. 9171504 BD Biosciences,
anti-human Heidelberg, Deutschland
CD19 APC mouse Kat.-Nr. 7335510 BD Biosciences,
anti-human Heidelberg, Deutschland
CD25 FITC mouse Kat.-Nr. 4177912 BD Biosciences,
anti-human Heidelberg, Deutschland




Goat anti-human-
TNFAIP3 (A20)

Kat.-Nr. 111192

Abcam Limited,
Cambridge, UK

Sekundar-AK (Antikorper)
— FITC goat anti-rabbit IgG

Kat.-Nr. ab96899

Abcam Limited,
Cambridge, UK

TH1/TH2/TH17
Phenotyping Kit (IFN-y
FITC, IL-17 PE, CD4
PerCP, IL-4 APC)

Human

Kat.-Nr. 560751

BD Biosciences,

Heidelberg, Deutschland

TH17/Treg
Phenotyping Kit (IL-17A
PE, CD4 PerCP, FoxP3
Alexa Flour 647)

Human

Kat.-Nr. 560762

BD Biosciences,

Heidelberg, Deutschland

TNFAIP3 (A20) rabbit

anti-human

Kat.-Nr. ab92324

Abcam Limited,

Cambridge, UK

5) Primer (QuantiTect Primer Kits, Qiagen)

QuantiTect Primer Kits Katalognummer |Firma
. Qiagen, Venlo,
Human beta-Actin = |Hs ACTB 2_SG QT01680476 .
Niederlande
Qiagen, Venlo,
Human GAPDH Hs_GAPDH_1_SG QT00079247 .
Niederlande
Human Qiagen, Venlo,
TNFAIP3/A20 Hs_TNFAIP3 (1700041853 Niederlande
. . Qiagen, Venlo,
Murin beta-Actin Mm_Actb_2 SG QT01136772 :
Niederlande
Murin GAPDH Qiagen, Venlo,
urin
Mm_Gapdh_3_SG QT01658692 Niederlande
. . Qiagen, Venlo,
Murin A20 (Tnfaip3) | Mm_Tnfaip3_1_SG QT00134064 .
Niederlande




6) Labormaterialien und -geratschaften

Labormaterialien und -geratschaften

Bezugsquelle/Hersteller

Brutschrank, Kat.-Nr. 51029325/24

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Combitips (2,5 ml)

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Deckglaser (18 x 14, 24 x 32, 24 x 50)

Menzel-Glaser, Braunschweig,

Deutschland

EDTA-Monovetten (9 ml)

SARSTEDT AG & Co. KG, Wiesloch,

Deutschland

FACS-Gerat, Kat.-Nr. 202785000

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

FACS-Ro6hrchen (5 ml)

SARSTEDT AG & Co. KG, Wiesloch,

Deutschland

Falcon, Zentrifugenréhrchen
(15 ml/50 ml)

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Gefrierréhrchen (2 ml)

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Gefriertruhen, 360, TSX500

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Glaskuvetten

DWK Life Science GmbH,

Mainz, Deutschland

Handschuhe Latex Einmalhandschuhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschand

Kuhlschranke, 4120-22, 5723-22

Liebherr-International AG, Bulle,

Schweiz

Mehrwegpipetten Research plus
(0,5-10 pl/10-100 pi/100-1000 pl)

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Mikroskop, Kat.-Nr. 451887

Carl Zeiss AG, Oberkochen,

Deutschland

Multiwell-Platte (6-Well/12-Well/96-Well)

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

NanoDrop, ND-2000

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Xl




Parafim® ,M"“ 4 in X 125 Ft. Roll

Pechiney Plastic Packaging Inc., Akron,
USA

Pipetten, Kat.-Nr. 343817A, Kat.-Nr.
354111A, Kat.-Nr. 364264A

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe, Kat.-Nr. 8806295

Hirschmann Laborgerate GmbH Co.
KG, Eberstadt, Deutschland

Pipettenspitzen (200 ul/1000 ul)

SARSTEDT AG & Co. KG, Wiesloch,

Deutschland

Pipettenspitzen (0,5-20 ul)

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefalle  Safe-Lock  Tubes

(0,5 mi/1,5 mi/2 ml)

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Serologische Pipetten (5 ml/10 ml/25 ml)

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Sterilbank, 1300 Serie A2

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Thermocycler, LigthCycler 480/2

Roche Holding AG, Basel, Schweiz

Vortexer, Modell Reax control

Heidolph Scientific Products GmbH,
Schwabach, Deutschland

Wasserbad, Kat.-Nr. 7753494

Fleischhacker GmbH & Co. KG,

Schwerte, Deutschland

Warmeschrank, L002900

Thermo Fischer Scientific,

Waltham, USA
Zentrifuge (Heraeus Multifuge Thermo Fischer Scientific,
X3R/Heraeus Multifuge 16), Kat.-Nr. Waltham, USA

75004515, Kat.-Nr. 75004230

Zentrifugenréhrchen (15 ml/50 ml)

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Xl



Danksagung

X1l



Tabellarischer Lebenslauf

XV



