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Kurzreferat:

Das Kalteschockprotein Y-box binding protein-1 (YB-1) ist ein zentraler Mediator in der
Regulation von Entziindungsprozessen. Diese Arbeit untersucht die Rolle von YB-1 im
systemischen Modell einer Lipopolysaccharid(LPS)-vermittelten Entziindung.

Mause mit einem Knock-out des Ybx1-Gens weisen nach Verabreichung von LPS eine hdhere
Uberlebensrate auf. Die Abwesenheit von YB-1 fuihrt zu einer geringeren Zytokinfreisetzung.
Zudem kann bei Ybx1-Knock-out-Tieren eine verringerte Gerinnungsaktivierung und eine
verminderte Organschadigung nachgewiesen werden. Erstmalig wurde in dieser Arbeit ein
Mausstamm mit einer Sekretionsdefizienz flir YB-1 generiert. Sekretionsdefiziente Tiere
zeigen nach LPS-Gabe eine verstarkte inflammatorische Reaktion, die mit einer erhdhten
Letalitatsrate einhergenht.

Diese Arbeit liefert neue Erkenntnisse Uber die duale Rolle von YB-1 im systemischen
Entzindungsgeschehen. Es konnte gezeigt werden, dass intrazellulares YB-1 pro-
inflammatorische Prozesse fordert, wahrend extrazellulares YB-1 als zentraler anti-

inflammatorischer Regulator agiert.
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1 Einleitung

1.1 Sepsis

1.1.1 Relevanz der Sepsis

Sepsis ist eine akute, lebensbedrohliche Organdysfunktion, die durch eine fehlgeleitete
Immunantwort des Korpers auf eine Infektion verursacht wird. [1] Sie fuhrt zu komplexen
physiologischen und biochemischen Veranderungen.

In Deutschland betragt die jahrliche Inzidenz der Sepsis 158 Falle pro 100.000 Einwohner und
steigt durchschnittlich um 7,9 % pro Jahr. Sie ist insbesondere bei Neugeborenen und Alteren
ab 85 Jahren hoch. Die Letalitét liegt bei 41,7 %. Sepsis-Patienten machen 0,7 % aller
stationaren Falle aus. [2]

Die Ursache der Sepsis ist eine Infektion, die eine systemische Immunreaktion ausldst. Neben
Bakterien kénnen auch Viren, Pilze und Parasiten als Erreger infrage kommen. Zu den
haufigsten Pathogenen gehdren gramnegative Bakterien, insbesondere Escherichia
coli (E. coli), sowie grampositive Bakterien wie Staphylococcus aureus, Streptokokken und
Pseudomonaden. Auch polymikrobielle Infektionen kénnen eine Sepsis ausldsen. [3, 4] Die
haufigsten Infektionsorte stellen die Lunge, der Urogenitaltrakt und der Verdauungstrakt
dar. [5]

Der Nachweis eines Erregers ist fur die Diagnosestellung nicht zwingend erforderlich, eine
Verdachtsdiagnose auf Basis typischer klinischer Symptome ist ausreichend. Die Sepsis wird
mithilfe des Sequential Organ Failure Assessment-Score (SOFA-Score) diagnostiziert. Dieser
bewertet die Funktion von Niere, Lunge, Leber und Kreislaufsystem sowie die
Thrombozytenzahl und das zentrale Nervensystem. Ein Anstieg um zwei oder mehr Punkte im
SOFA-Score definiert eine Sepsis. Alternativ kann der quickSOFA-Score (QSOFA-Score) zur
vereinfachten  Diagnostik  verwendet werden. Hierbei werden eine erhohte
Atemfrequenz (= 22/min), ein erniedrigter systolischer Blutdruck (< 100 mmHg) und
Bewusstseinsstorungen berticksichtigt. Das Vorliegen von mindestens zwei dieser Kriterien
weist auf eine Sepsis hin. [6, 7]

Der septische Schock stellt eine schwerwiegende Komplikation dar und ist durch erhebliche
Kreislauf- und Stoffwechselstérungen gekennzeichnet. DefinitionsgemalR muss trotz
adaquater Volumentherapie eine persistierende arterielle Hypotonie mit Katecholaminbedarf
bestehen, um einen mittleren arteriellen Blutdruck von mindestens 65 mmHg
aufrechtzuerhalten. Zudem muss der Serumlaktatspiegel tber 2 mmol/l liegen. [6-8]

Obwohl die Letalitat der Sepsis leicht rticklaufig ist, nimmt die Inzidenz trotz einer verbesserten
medizinischen Versorgung zu. Dies wird unter anderem auf den demographischen Wandel mit
einer steigenden Anzahl multimorbider, alterer Patienten zurtickgefihrt. Auch eine Ausweitung

von medikament6sen und intensivmedizinischen MalRhahmen sowie eine haufigere Kodierung
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tragen zur steigenden Inzidenz bei. [5, 9] Neben dem Alter spielen Vorerkrankungen eine
entscheidende Rolle fiir den Behandlungserfolg. Langzeitfolgen der Sepsis kdnnen kognitive
und funktionelle Einschrénkungen umfassen. [10]

Trotz intensiver Forschung existiert bislang keine spezifische Therapie zur Vermeidung der
Uberschiel3enden Immunantwort. Die Behandlung erfolgt primér kausal durch die Gabe von
Antiinfektiva. Eine frihzeitige Diagnose und Therapie sind dabei entscheidend: Jede Stunde
Verzogerung der Antibiotikagabe erhoht die Letalitat um 4 bis 8 %. [11] Eine gezielte
Erregerspezifitat sowie eine breit abdeckende Antibiotikatherapie sind essenziell. Begleitend
werden symptomatische MalRnahmen wie Kreislaufstabilisation durch Volumentherapie und
vasoaktive Medikamente, beispielsweise Noradrenalin, durchgefihrt. [12]

Neben der Belastung fur die Betroffenen verursacht die Sepsis erhebliche soziodkonomische
Kosten fur das Gesundheitssystem. In Deutschland fuhrt sie zu jahrlichen Ausgaben von
etwa 7,7 Milliarden Euro. [2]

Sepsis ist fur 19,7 % aller jahrlichen Todesfdlle verantwortlich. [13] Weitere
Forschungsarbeiten sind notwendig, um die zellularen und molekularen Mechanismen der

Sepsis besser zu verstehen.

1.1.2 Pathogenese der Sepsis

Zellen des angeborenen Immunsystems sowie Fibroblasten und Epithelzellen erkennen
Pathogene durch sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated
molecular patterns [PAMPS]), die sich auf der Oberflache von Infektionserregern befinden. [14]
Diese Muster fehlen in humanem Gewebe und l8sen eine Immunantwort des Kérpers aus.
PAMPs werden von spezifischen Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors [PRRs]) auf Immunzellen gebunden. Eine wichtige Gruppe der PRRs sind die
Toll-like-Rezeptoren (TLRs), die eine Vielzahl mikrobieller Strukturen erkennen. [15]
Geschadigte Zellen setzen Schaden-assoziierte molekulare Muster (damage-associated
molecular patterns [DAMPs]) frei, die an eigene PRRs binden und als Gefahrensignal
dienen. [16] Ein zentrales PAMP ist das Lipopolysaccharid (LPS), das Hauptbestandteil der
Zellmembran gramnegativer Bakterien ist (Abbildung 1). [17] Lipid A, ein Bestandteil des LPS,
wirkt als Endotoxin. [18] LPS bindet im Blut an LPS-bindendes Protein (LBP) und bildet mit
cluster of differentiation(CD)14 einen Komplex. [19] Der gebildete CD14-LBP-LPS-Komplex
wird von Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) gebunden, der in Komplex mit dem akzessorischen
Molekul myeloid differentiation factor 2 (MD2) vorliegt. TLR4 stellt den insbesondere von LPS
gebundenen filhrenden Rezeptor im Rahmen der Sepsis dar. [20—-22] Nachdem sich zwei
LPS-MD2-TLR4-Komplexe zu einer dimeren Struktur verbunden haben, wird eine
intrazellulare Signalkaskade ausgelost. Es gibt zwei Hauptsignalwege: den myeloid

differentiation primary response gene 88(MyD88)- und den toll/interleukin-1 receptor(TIR)-
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domain-containing adaptor-inducing interferon-B(TRIF)-abhéngigen Weg. [23] Der MyD88-
Weg wird an der Plasmamembran aktiviert und induziert die Bildung von nuclear factor
‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-kB) sowie mitogenaktivierte
Proteinkinasen (MAPK). [24, 25] Der TRIF-Signalweg hingegen wird in Endosomen aktiviert
und fuhrt zur Aktivierung von interferon regulatory factor 3 (IRF3). [26] Diese Faktoren
regulieren die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine, wie Interleukin(IL)-1, IL-6,
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interferon-y (IFN-y). [3]

TLR4 TLR4 | mD2-
MD2 MD2 [ TLR4-

Bakterien

( LBP-LPS

J
cp14 >

CD14-LBP-LPS

Zytoplasma }
Zytokine

Abbildung 1: Schematische Darstellung der LPS-TLR4-Signalkaskade. LPS als Ausloser einer Sepsis ist
Hauptbestandteil der Zellmembran von gramnegativen Bakterien. Es bindet im Blutkreislauf an LBP sowie an CD14.
Der gebildete CD14-LBP-LPS-Komplex wird von TLR4 gebunden. TLR4 liegt in Komplex mit MD2 vor. Nachdem
sich zwei LPS-MD2-TLR4-Molekiulkomplexe zu einer dimeren Struktur verbunden haben, kommt es zur Auslésung
einer intrazellularen Signalkaskade. Zum einen kommt es zur Initierung des MyD88-Signalweges, der die
Aktivierung von NF-kB und von MAPK fordert. Zum anderen miindet der TRIF-Signalweg in der Aktivierung von
IRF3. NF-kB, MAPK und IRF3 fungieren als Transkriptionsfaktoren fur Zytokingene. Abkirzungen: cluster of
differentiation(CD)14; interferon  regulatory factor 3 (IRF3); LPS-bindendes Protein  (LBP);
Lipopolysaccharide (LPS); mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK); myeloid differentiation factor 2 (MD2);
myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88); nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated
B-cells (NF-kB); toll/interleukin-1 receptor(TIR)-domain-containing adaptor-inducing interferon-8 (TRIF); Toll-like-
Rezeptor 4 (TLR4) (eigene Darstellung, [22, 23)).

Diese Entzindungsmediatoren verstarken die Immunantwort und fordern die Rekrutierung von
Immunzellen, insbesondere neutrophilen Granulozyten und Monozyten, an den Infektionsort.
Histamin und Prostaglandine verursachen eine Vasodilatation und erhdhen die
GefalRpermeabilitat, was die Rekrutierung erleichtert. [3]
Neben der Uberschielenden Entziindungsreaktion tritt bei Sepsis-Patienten haufig eine
Immunsuppression auf. [27] Diese wird durch endogen freigesetzte anti-inflammatorische
Kortikosteroide sowie entziindungshemmende Zytokine, wie IL-10 und transforming growth
factor B (TGF-B), vermittelt. [28, 29] Zudem weisen Immunzellen, insbesondere neutrophile
3



Granulozyten und Monozyten, Stdrungen in ihrem Stoffwechsel und in der Chemotaxis
auf. [30, 31] Die Immunsuppression beginstigt das Auftreten sekundarer opportunistischer
Infektionen. [3]

Die Sepsis beeinflusst zudem die Funktion des Endothels. Wahrend einer Sepsis wird das
Gefal3endothel systemisch aktiviert, was zu einer verstarkten Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) fiihrt. Dies fuhrt zu massiven Flussigkeitsverlusten ins Interstitium.
Gleichzeitig resultiert die Endothelschadigung in Sauerstoffmangel, der die mitochondriale
Funktion beeintrachtigt. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und NO schédigen in hohen
Konzentrationen die Mitochondrien und leiten Apoptose ein. [32, 33] Wahrend der Sepsis
zeigen verschiedene Immunzellen unterschiedliche Apoptoseraten. [28] Lymphozyten und
dendritische Zellen unterliegen vermehrt der Apoptose, was eine zuséatzliche
Immunsuppression begulnstigt. Makrophagen bleiben weitgehend unbeeinflusst, wahrend
neutrophile Granulozyten seltener eine Apoptose durchlaufen, was ihre Lebensdauer
verlangert und die pro-inflammatorische Reaktion verstarkt. [34-37].

Die Sepsis filhrt auch zur Aktivierung des Gerinnungssystems. [38] Pro-inflammatorische
Zytokine wie IL-6 steigern die Produktion des Gewebefaktors, der die Gerinnungskaskade
aktiviert. [39] Dies kann zur disseminierten intravasalen Koagulopathie (disseminated
intravascular coagulation [DIC]) fuhren, die durch Mikrothrombenbildung gekennzeichnet ist.
Der UbermaRige Verbrauch von Gerinnungsfaktoren sowie die durch TNF-a induzierte
Aktivierung des fibrinolytischen Systems erhdhen das Risiko fur Blutungen. [29]

Eine balancierte Immunantwort ermdglicht die Eliminierung von Pathogenen und die
Gewebereparatur. Im Rahmen der Sepsis jedoch fiihrt eine Fehlregulation zu GbermaRiger

Zytokinfreisetzung, inadaquater Immunsuppression und verstarkter Gerinnungsaktivierung. [3]

1.2 Kalteschockproteine

1.2.1 Familie der Kalteschockproteine

Kalteschockproteine sind evolutiondr hoch konservierte, multifunktionale Proteine, die in
nahezu allen Organismen vorkommen. [40] Sie wurden 1987 in E. coli entdeckt und erhielten
ihren Namen, da sie bei einem Temperaturabfall von 37 °C auf 10 °C verstarkt exprimiert
werden. [41] Diese Proteine enthalten sogenannte Kalteschockdoméanen (cold shock
domain [CSD]), die eine DNA- und RNA-Bindungsféhigkeit besitzen. [42, 43] Dadurch
Ubernehmen sie zahlreiche regulatorische Funktionen. Durch Bindung von DNA im Zellkern
beeinflussen sie neben ihrer eigenen Expression die Transkription anderer Gene. Durch RNA-
Bindung regulieren sie das SpleiRen, die Halbwertszeit und die Translation von Transkripten
im Zytoplasma. [44, 45] Nach Sekretion interagieren Kalteschockproteine mit Rezeptoren und

beeinflussen verschiedene Signalwege. [46]



Aufgrund ihrer Proteindoménen lassen sich menschliche Kalteschockproteine in 5 Gruppen

einteilen (Tabelle 1).

Gen Protein Alternative Namen

Ybx1 YB-1 CSDB, DbpB, NSEP1, EF1A

Ybx2 DbpC Contrin

Ybx3 DbpA CSDA, ZONAB, oxyR, NF-GMB, YB-2
CARHSP1 CARHSP1 CSDC1, CRHSP-24, CHSP1

CsDC2 PIPPin

CSDE1 UNR

LIN28A LIN28A CSDD1

LIN28B LIN28B CSDD2

Tabelle 1:  Nomenklatur der humanen Kélteschockproteine. Die Tabelle zeigt die Gen-Bezeichnungen, die
Protein-Namen und alternative Namen aller Proteine der 5 Gruppen der humanen Kalteschockproteine.
Abkurzungen: calcium-regulated heat-stable protein 1 (CARHSP1, CHSP1); calcium-regulated heat-stable
protein 24 kDa (CRHSP-24); cold shock domainA,B,Cl1, C2, D1, D2, El1 (CSDA-CSDE1);
DNA-Bindeprotein A, B, C (DbpA, DbpB, DbpC); enhancer factor| subunit A (EF1A); abnormal cell lineage
protein 28 homolog A, B (LIN28A, LIN28B); nuclear factor that binds the GM-CSF promoter b (NF-GMB); nuclease
sensitive element binding protein 1 (NSEP1); oxidative stress regulatory protein (oxyR); upstream of N-Ras (UNR);
Y-box binding protein-1, -2, -3 (YB-1, YB-2, Ybx1, Ybx2, Ybx3); ZO-l-associated nucleic acid-binding
protein (ZONAB) (modifiziert nach Lindquist et al. [46]).

Die beim Menschen am besten untersuchte Gruppe ist die der Y-Box-
Bindeproteine (engl. Y-box binding proteins). Das bekannteste Mitglied ist das Y-box binding
protein-1 (YB-1, dt. Y-Box-Bindeprotein-1), welches vom Ybx1-Gen kodiert wird und auch als
DNA-Bindeprotein B (DbpB) bezeichnet wird. Zur gleichen Gruppe gehdren das
DNA-Bindeprotein A (DbpA), das vom Ybx3-Gen kodiert wird und auch YB-2 genannt wird,
sowie das DNA-Bindeprotein C (DbpC), welches vom Ybx2-Gen kodiert wird und als Contrin
bekannt ist. [46—49] W&ahrend YB-1 und DbpA ubiquitar exprimiert werden, ist Contrin

ausschlieBlich in Keimzellen zu finden. [50]

1.2.2 Y-box binding protein-1 (YB-1)
Struktur

Das Ybx1-Gen ist 19 kb lang und befindet sich auf Chromosom 1p34. [51, 52] Es umfasst
8 Exone und 7 Introne und kodiert fir ein Protein mit einer Lange von
324 Aminosauren (Abbildung 2). [52, 53] Die berechnete molekulare Masse des Proteins

betragt 35,9 kDa. [54] Seinen Namen erhielt YB-1 durch die Bindung an die sogenannte Y-Box
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im Promotor des Gens fur den Haupthistokompatibilitatskomplex 1l (MHC II). [55] Zwischen
den Spezies besteht ein hoher Homologiegrad; bei Maus und Mensch unterscheiden sich
lediglich 4% der Aminosauren. [54] YB-1 besitzt drei funktionelle Domanen: Die N-terminale
Domane (NTD) ist eine Alanin(Ala)- und Prolin-reiche Region und wird deshalb auch als A/P-
Region bezeichnet. [54] Sie reicht von Aminosdure 1 bis 51. Sie interagiert mit Proteinen und
stabilisiert mMRNA durch Bindung an Aktinfilamente. [56] Die hochkonservierte CSD ist der
zentrale Bestandteil des Proteins. Sie befindet sich zwischen den Aminoséuren 51 und 129.
Die CSD beinhaltet mehrere Bindungsstellen fir DNA und RNA. [57] Die hydrophile
C-terminale Domane (CTD) enthalt alternierende Abschnitte basischer und saurer
Aminosauren, die jeweils ca. 30 Aminosduren lang sind. Man spricht deshalb auch vom
sogenannten B/A repeat oder charged zipper. Sie reicht von Aminosaure 129 bis 324. Die
Funktion der CTD besteht in der Stabilisierung von Protein-Nukleinsdure- sowie Protein-
Protein-Interaktionen. [45, 49]

3
| | | 301 304 |

A/P-Region B/A repeat/charged zipper

Abbildung 2: Schematische Darstellung von Y-box binding protein-1. YB-1 besteht aus
insgesamt 324 Aminoséauren und weist drei verschiedene Doméanen auf. Die NTD ist eine Alanin- und Prolin-reiche
Region, die auch als A/P-Region bezeichnet wird. Die CSD stellt den zentralen Bestandteil des Proteins dar und
dient als Bindungsstelle fiir DNA und RNA. Die hydrophile CTD besteht aus alternierenden Abschnitten basischer
und saurer Aminosauren (schematisch durch Plus- und Minuszeichen dargestellt) und wird auch B/A repeat oder
charged zipper genannt. Die NTD umfasst die Aminosauren 1 bis 51, die CSD die Aminos&uren 51 bis 129 und die
CTD die Aminosauren 129 bis 324. Innerhalb der CTD befinden sich drei NLS (dunkelgrau dargestellt) und eine
CRS (gelb dargestellt). Die Aminosauren 301 und 304 sind Lysinreste der CTD und stellen zwei
Acetylierungsstellen dar, die fur die Sekretion von YB-1 notwendig sind. Abkurzungen: Acetyl (Ac); C-terminale
Domane (C, CTD); cytoplasmic retention site (CRS); cold shock domain (CSD); N-terminale Domé&ne (N, NTD);
nuclear localization signal (NLS); Y-box binding protein-1 (YB-1) (eigene Darstellung).

Lokalisation

YB-1 erflllt spezifische Funktionen intrazellular im Zellkern und im Zytoplasma sowie nach
Sekretion im Extrazellularraum. Seine Lokalisation wird durch verschiedene Motive innerhalb
der CTD und CSD reguliert. Innerhalb der CTD befinden sich drei sogenannte nuclear
localization signals (NLS): NLS-1 zwischen den Aminosauren 149 und 156, NLS-2
zwischen 185 und 194 und NLS-3 zwischen 276 und 292. Eine Phosphorylierung von
Tyrosin 281 im NLS-3 fordert die nukledre Translokation von YB-1. [58] Zwischen den

Aminosauren 264 und 290 befindet sich eine cytoplasmic retention site (CRS), die fur die
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zytoplasmatische Verankerung verantwortlich ist. [59, 60] Die zellulare Verteilung von YB-1 ist
zudem zellzyklusabhangig. Wahrend des Ubergangs von der G1-Phase in die S-Phase erfolgt
eine Translokation von YB-1 aus dem Zytoplasma in den Zellkern. [61] Auch Zellstress kann
eine nukleare Translokation auslosen. [62—64] Darlber hinaus steigt die intranukleéare YB-1-
Konzentration wahrend Proliferations- und Differenzierungsprozessen an. [49, 65, 66] Zur
Initierung von DNA-Replikation, DNA-Reparatur, Transkription und pr&-mRNA-Spleil3en wird
YB-1 ebenso in den Zellkern transportiert. Posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierung, Proteolyse und Acetylierung sind weitere Mechanismen, die eine nukleére

Translokation von YB-1 steuern. [54]

Funktionen

Funktionell ist YB-1 an zahlreichen Prozessen beteiligt. Neben der Bindung an DNA und RNA
interagiert es mit einer Vielzahl von Proteinen. Es spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation
der Genexpression. [45, 49, 54]

Im Zellkern ist YB-1 an der DNA-Replikation und -Reparatur, Transkription und am pra-mRNA-
SpleiRen beteiligt. Ein erhdhter intrazellularer Gehalt an YB-1 korreliert mit einem Anstieg der
fur die Replikation essenziellen Faktoren proliferating cell nuclear antigen (PCNA), DNA-
Topoisomerase lla und DNA-Polymerase a. [66, 67] YB-1 spielt zudem eine Rolle in
verschiedenen DNA-Reparaturmechanismen. [68—70] Es weist sowohl Exonuklease- als auch
Endonukleaseaktivitat auf. [71, 72] Daruiber hinaus fungiert YB-1 als Transkriptionsfaktor fur
Gene, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind. [70] Es interagiert mit Proteinen der Basen-
und Nukleotid-Exzisionsreparatur sowie der mismatch-Reparatur und ist an der Reparatur von
DNA-Einzelstrang- und DNA-Doppelstrangbriichen sowie an der Rekombinations-Reparatur
beteiligt. Die Transkriptionsregulation durch YB-1 erfolgt auf drei Wegen: [54] (i.) direkte
Bindung an DNA alleine oder mit anderen Transkriptionsfaktoren, (ii.) Wechselwirkung mit
Transkriptionsfaktoren zur Modulation ihrer Aktivitat, (iii.) Bindung an Promotor-Sequenzen,
wodurch die DNA-Bindung anderer Transkriptionsfaktoren beeinflusst wird. [49] Zudem ist
YB-1 am pra-mRNA-Spleil3en beteiligt. [44, 73]

Im Zytoplasma ist YB-1 Bestandteil des messenger ribonucleoprotein (mMRNP)-Komplexes und
reguliert die Stabilisierung, Lokalisation und Translation von mRNA. [54] Dies beeinflusst die
MmRNA-Halbwertszeit, ihre intrazellulare Verteilung und die Translationsrate. [53] YB-1
stabilisiert mMRNA Uber zwei Mechanismen: (i.) Bildung von YB-1/mRNA-Komplexen, die vor
Exoribonukleasen schitzen, (ii.) Stabilisierung durch Interaktion mit schiitzenden Proteinen.
Die mRNA-Stabilisierung erfolgt konzentrationsabhangig tber Aktinfilamente und Mikrotubuli
des Zytoskeletts. [74] Eine niedrige YB-1/mRNA-ratio fordert die Bindung an Aktinfilamente,
wahrend eine hohe YB-1/mRNA-ratio diese Interaktion Iost. [56] Umgekehrt verhalt es sich mit

der Bindung an Mikrotubuli. [75] Die Translationskontrolle durch YB-1 erfolgt ebenso
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konzentrationsabhangig: Eine niedrige YB-1/mRNA-ratio fordert die Translation, wéhrend eine
hohe YB-1/mRNA-ratio diese hemmt. [76, 77]

YB-1 wird durch zwei Mechanismen abgebaut: [54] (i.) vollstandige Proteolyse durch das
26S-Proteasom nach Ubiquitinierung wahrend der Apoptose, (ii.) Ubiquitin- und ATP-
unabhangige partielle Prozessierung durch das 20S-Proteasom unter Zellstress, wodurch ein
C-terminales Fragment abgespalten wird, das die CRS entfernt und so die nukleare
Translokation fordert. [78, 79]

Sekretion von YB-1

YB-1 besitzt an den Lysinresten (Lys) 301 und 304 der CTD zwei Acetylierungsstellen, die fiir
die YB-1-Sekretion notwendig sind. [80] Wahrend die klassische Proteinsekretion Uber das
endoplasmatisches Retikulum, den Golgi-Apparat und sekretorische Vesikel erfolgt, wird YB-1
Uber einen nicht-klassischen Weg sekretiert. [81] Aufgrund des Fehlens kanonischer
N-terminaler Signalpeptidsequenzen erfolgte die Freisetzung von YB-1 liber endolysosomale

Vesikel, die einen proteasomalen Abbau verhindern. [80]

Regulation der YB-1-Expression

YB-1 stimuliert seine eigene Expression Uber einen feedforward-Mechanismus, der als
autoregulierte Schleife beschrieben wird (Abbildung 3). Zellstress, wie beispielsweise durch
LPS ausgelost, fuhrt zu einer Sekretion von YB-1. Dieses bindet an spezifische
Membranrezeptoren, u. a. an den Rezeptor Notch-3. Hierdurch werden intrazellulare Kinasen
aktiviert und der Rezeptor Notch-3 proteolytisch gespalten. Die freigesetzte intrazellulare
Doméne von Notch-3 transloziert in den Zellkern, wo sie zur Aktivierung von Zielgenen
beitragt. Gleichzeitig phosphorylieren aktivierte Kinasen zytoplasmatisches YB-1, wodurch
dessen Translokation in den Zellkern gefordert wird. Im Zellkern induziert
phosphoryliertes (p) YB-1 die eigene Expression und wirkt zudem als Transkriptionsfaktor fr
andere Gene, beispielsweise fiir Zytokine, die wiederum die Sekretion von YB-1
fordern. [46, 82]
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Abbildung 3: Regulation der YB-1-Expression und subzellularen Lokalisation. (1) Extrazellulare
Stimuli (z. B. LPS) induzieren die YB-1-Sekretion. (2) Sekretiertes YB-1 bindet an spezifische Membranrezeptoren.
(3) Dies fihrt zur Induktion intrazellularer Signalkaskaden und zur Kinase-Aktivierung. Aktivierte Kinasen
phosphorylieren zytoplasmatisches YB-1 und induzieren seine Kerntranslokation. (4) Im Zellkern aktiviert YB-1 die
eigene Expression und reguliert die Transkription anderer Gene, die wiederum eine Sekretion von YB-1 bewirken.
Abkurzungen: Acetyl (Ac); Lipopolysaccharide (LPS); mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK); phosphoryliert (p);
Y-box binding protein-1 (YB-1) (modifiziert nach Lindquist et al. [46]).

1.3 Rolle von YB-1in Entziindungsprozessen und der Sepsis

Die vielfaltigen Funktionen von YB-1 in Entziindungsprozessen wurden bereits vor mehr
als 10 Jahren durch die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Mertens beschrieben. [83] Als
Grundlage fir die vorliegenden Untersuchungen wurde ein konditionaler Ganzkdrper-Ybx1-
Knock-out (KO) generiert. Im Modell der tubulointerstitiellen Nephritis zeigte sich bei diesen
Mausen eine reduzierte Immunzellinfiltration der Niere sowie eine verminderte
Zytokinproduktion. Zudem wiesen Ybx1-KO-Tiere eine geringere Organschadigung auf. [84]
Neben dieser entziindungsférdernden Funktion von YB-1 konnten auch anti-inflammatorische
Eigenschaften nachgewiesen werden. Makrophagen mit YB-1-Defizienz zeigten in vitro eine
verminderte Sekretion von IL-10 als Reaktion auf Entziindungsreize, was auf eine
entzindungshemmende Funktion von YB-1 in diesen Zellen hindeutet. [85] Bisher liegen nur
wenige Daten zur Funktion von YB-1 in systemischen Entzindungsprozessen wie der Sepsis
vor. Hanssen et al. fanden bei Sepsis-Patienten erhéhte YB-1-Konzentrationen im Serum. Sie
untersuchten zudem heterozygote (het) Ybx1-KO-Mause, die einen um 50 % reduzierten
YB-1-Gehalt aufwiesen, in einem LPS-induzierten Sepsismodell. In diesen Mausen zeigte sich
eine abgeschwachte systemische Entzindungsreaktion, eine verringerte durch YB-1
vermittelte Chemotaxis sowie eine reduzierte Organschéadigung der Niere. Insgesamt wiesen

heterozygote YB-1-defiziente Mause nach LPS-Exposition eine erhohte Uberlebensrate
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auf. [86] Zudem wurde in diesen Mausen eine reduzierte I1L-10-Produktion nachgewiesen. [87]
Es wurde eine durch LPS induzierte Expression und Sekretion von YB-1 nachgewiesen, die
Uber die Bindung an TLR4 vermittelt wird. Die YB-1-Expression im Rahmen einer LPS-
induzierten Entziindung ist abh&ngig von der Phosphorylierung von Serin (Ser) 102, wahrend
die Sekretion eine Acetylierung an den Lysinen 301 und 304 erfordert. [80, 86] Ein
systemisches Modell einer LPS-induzierten Entzindung bei Ganzkorper-Ybx1-KO-Tieren

wurde bisher nicht durchgefihrt.

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Das Kalteschockprotein YB-1 reguliert lokale und systemische Entziindungsprozesse. Uber
die Funktion von YB-1 im systemischen Prozess der Inflammation wie der gramnegativen
Sepsis liegen bisher nur wenige Daten vor. Bisherige Studien haben gezeigt, dass YB-1 im
Verlauf der Sepsis exprimiert und sekretiert wird.

Die zentrale Hypothese dieser Arbeit ist, dass YB-1 den systemischen Entziindungsprozess
im Rahmen der Immunantwort auf LPS je nach subzellularer Lokalisation unterschiedlich
beeinflusst. Ziel der vorliegenden Studie ist es daher, die Funktion von YB-1 in einem
systemischen Modell der LPS-induzierten Entziindung in vivo zu analysieren. Es soll geklart
werden, welche Funktionen intra- und extrazellulares YB-1 erfillen.

Um diese Mechanismen differenzieren zu kénnen, wurden zwei experimentelle Mausstamme
verwendet: ein konditionaler Ganzkdrper-KO fir Ybx1 und ein Mausmodell mit
sekretionsdefizientem YB-1. Ausgewertet wurden Unterschiede zwischen den Genotypen
hinsichtlich Uberleben, inflammatorischem Milieu im Plasma und Gewebe, Aktivierung des

Gerinnungssystems sowie Organschaden in Niere und Lunge.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Acrylamid/Bis-Ldsung 30%

Agarose

APS (Ammoniumpersulfat)

Aqua dest.

B-Mercaptoethanol

Borsaure

Bromphenolblau

BSA (bovine serum albumin)
Chloroform

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Eosin G-Ldsung 0,5% wassrig
Essigsaure

Ethanol 70 %, vergallt

Ethanol 96 %, vergallt

Ethanol absolut, vergallt

FCS (fetal calf serum)

Glycerol

Glycin

H.O, (Wasserstoffperoxid) 30 %
Hamalaun-L6sung, sauer nach Mayer
Heparin-Natrium-25000

Isopropanol (2-Propanol)

Isotone Kochsalzlésung 0,9 %

KCI (Kaliumchlorid)

KH.PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)
Methanol

Milchpulver

Na;HPO. (Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat)

NaCl (Natriumchlorid)

Na-Desoxycholat (Natriumdesoxycholat)

Natriumcitrat aus BD Seditainer-R6hrchen

Nonidet P40

Serva (Heidelberg)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Bio-Rad (Mlnchen)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Bio-Rad (Munchen)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Otto Fischar GmbH (Saarbriicken)
Otto Fischar GmbH (Saarbruicken)
Otto Fischar GmbH (Saarbriicken)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Ratiopharm (Ulm)

Carl Roth (Karlsruhe)

B. Braun Melsungen (Melsungen)
AppliChem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
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Nuklease-freies Wasser

Paraffin

Paraformaldehyd

PBS (phosphate-buffered saline)
ProTags Clear

Roti-Histokitt 11

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Stickstoff, fliissig

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
tri-Natriumcitrat-Dihydrat

TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)
Tris-HCI (Tris-Hydrochlorid)

Trizol

Tween 20

2.2 Medikamente

ClinOleic 20 %

Isofluran CP 1 ml/ml

Tamoxifen 30 mg

2.3 Kommerzielle Kits und Reagenzien

Bio-Plex Pro Mouse Cytokine 23-plex Assay
DC Protein Assay Kit I

DirectPCR Lysis Reagent Tail

DreamTaq Green PCR Master Mix
GeneRuler 100 bp DNA Ladder

GoTaq Flexi DNA Polymerase Kit

GoTaqg Hot Start Polymerase

Liquid DAB+ Substrate Chromogen System
LPS von E. coli 026:B6 (L8274) 100 mg
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
Phosphatase-Inhibitor PhosSTOP

Pierce ECL Western Blotting Substrate

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
AppliChem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Quartett (Berlin)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Avantor (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

AppliChem (Darmstadt)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
AppliChem (Darmstadt)

Baxter (Unterschlei3heim)

CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH
(Burgdorf)

Ratiopharm (Ulm)

Bio-Rad (Mlinchen)

Bio-Rad (Mlinchen)

PeqgLab (Erlangen)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Promega (Mannheim)

Promega (Mannheim)

Dako (Hamburg)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
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Protease-Inhibitor cOmplete Mini

Proteinase K

Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Array Kit

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

Stain G

Roche (Grenzach-Wyhlen)
Roche (Grenzach-Wyhlen)

R&D Systems
(Wiesbaden-Nordenstadt)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)

Serva (Heidelberg)

2.4 Puffer und Lésungen

Citratpuffer

PBS (20x)

PBS (1x)

PBST (1x PBS + 0,1 %
Tween)

Resolving buffer

RIPA-Lysepuffer

Running Buffer (10x)

Sample buffer (5x)

Stacking buffer

TBE (TRIS-Borat-EDTA)
(10x)

2,9 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 0,5 ml Tween 20, auf 1000 ml
Aqua dest., pH 6,0

80,06 g NaCl (2,74 M), 2,01 g KCI (54,0 mM), 17,8 g Na;HPO4
(0,2 M), 3,05 g KH2PO4 (35,0 mM), auf 500 ml Aqua dest.

50 ml PBS (20x), auf 1000 ml Aqua dest.

50 ml PBS (20x), 1 ml Tween 20, auf 1000 ml Aqua dest.

90,86 g TRIS (1,5 M), auf 500 ml Aqua bidest., pH 8,8

3,03 g TRIS (50,0 mM), 4,38 g NaCl (150,0 mM), auf 75 ml
Aqua bidest., pH 7,4, 50 ml 10 % Nonidet P40 (1,0 %), 12,5 ml
10 % Na-Desoxycholat (0,25 %), 1 ml EDTA (0,5 M), auf 500
ml Aqua bidest.

30 g TRIS (0,25 M), 144 g Glycin (1,92 M), 10 g SDS (1,0 %),
auf 1000 ml Aqua bidest.

1,18 g Tris-HCI (150,0 mM), 15 ml Glycerol (30 %), 6 ml SDS
(12 %), 12 ml B-Mercaptoethanol (24 %), 1 Spatelspitze

Bromphenolblau, auf 50 ml Aqua dest.

30,29 g TRIS (0,5 M), auf 500 ml Aqua bidest., pH 6,8

107,8 g TRIS, 55 g Borséaure, 7,4 g EDTA, auf 1000 ml Aqua
dest., pH 8,3
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TBS (TRIS-buffered 12,5 ml TRIS (1,0 M), pH 8 (25,0 mM), 15 ml 5,0 M NacCl
saline) (150,0 mM), auf 500 ml Aqua dest.

TBST (1x TBS + 0,05 % 50 ml TRIS (1,0 M), pH 8 (25,0 mM), 60 ml 5,0 M NaCl
Tween) (150,0 mM), 1 ml Tween 20 (0,05 %), auf 2000 ml Aqua dest.

Transferpuffer 6,06 g TRIS (25,0 mM), 28,53 g Glycin (190 mM), 400 ml
Methanol (20%), auf 2000 ml Aqua dest., pH 8,2-8,4

2.5 Antikorper

Antikorper fur den Western Blot

I . , Verdin- . Blockie-
Antikorper Spezies Firma, Bestellnr. Ldsung
nung rung
Primare Antikorper
Anti-YB-1 bbit Sigma-Aldrich, 1:1000 TBST 5 % Milch
(C-terminal) rabol Y0396 ' in TBST
GAPDH ‘ GenScript, 1:1000 5% Milch 5 % Milch
goa A00191-40 ' in TBST  in TBST
Sekundare Antikorper
: Jackson o M
P()they Ant-Goat donkey  ImmunoResearch, 1:10.000 |1n /TOBNSI'ITC h
9 705-035-147
Goat Anti-Rabbit oat SouthernBiotech, 1:5000 1 % Milch
IgG 9 4050-05 ' in TBST
Antikorper fur die immunhistochemische Farbung
Antikorper Spezies Firma, Bestellnr. verdun-
nung
Priméare Antikorper
Fibrinogen y ¢ Santa Cruz, 1500
(C-20) goa sc-18032 '
Sekundare Antikorper
Donkey Anti-Goat Jackson
G donkey ImmunoResearch,  1:500
g 705-035-147
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2.6 Primer

Primer fir die Genotypisierung

PCR Primer Sequenz
5397_43 5-AAT CAAACATTG GTC CTC TGG-3’
K2A-Ybx1 flox
5397_44 5’-ACC GAT ACC AGT ACC CTT TCC-3
Cre-1 5-GCC TGC ATT ACC GGT CGA TGC AAC GA-3’
RosaERT2Cre
Cre-2 5-GTG GCA GAT GGC GCG GCAACACCATT-3
R26Nhe fv 5-CTG TGG ACA GAG GAG CCATAACTG C-3
RosaERT2Cre WT
R26Nhe rv 5-CCA CCA CTG GCT GGC TAA ACT CT-3’
by f 4954 133 5-GCC TAA GGA TAG TGA AGT TTC TGG-3
x1 flox
4954 134 5’-CCT AGC ACA CCT TAATCT ACA GCC-3

Primer fur die RNA-Analyse

PCR Primer Sequenz
_ B-Aktin fw 5-AGA GAG GTA TCC TGA CCC TGA AGT-3
p-Aktin B-Aktin rv 5’-CAC GCA GCT CAT TGT AGA AGG TGT-3
IL-6 fw 5-GAG GAT ACC ACT CCC AAC AGA CC-3
o IL-6 rv 5-AAG TGC ATC ATC GTT GTT CAT ACA-3’

2.7 Verbrauchsmaterialien

96-Well-Platten Thermo Fisher Scientific (Dreieich)

Atemschutzmaske Ecoma Procedure Face Mask  Xianning Eco Medical Artikel Co., Ltd.
(Xianning, Hubei, China)

Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Agilent (Santa Clara, Kalifornien, USA)

Biopsie-Einbettkassetten
Blottingpapier Whatman
Dako Pen Fettstift
Deckglaser Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

KABE LABORTECHNIK GmbH
(NUmbrecht-Elsenroth)

ZVG Zellstoff-Vertriebs-GmbH & Co.
KG (Troisdorf)

Bio-Rad (Munchen)

Einweg-Pasteurpipetten
Faltenfilter ROTILABO
Kapillarblutentnahme GK 150 EDTA

Labor- und Kosmetiktiicher

Nitrocellulose-Membran
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Objekttrager SuperFrost Plus
Objekttragerkasten ROTILABO
Parafilm M

PCR-Tubes, 8er, mit flachem Deckel

Pinsel

Pipettenspitzen Biosphere Filter Tips
Pipettenspitzen epT.l.P.S

Pipettenspitzen SafeSeal Tips professional
Reagiergefalle SafeSeal Tubes
Serologische Pipetten CELLSTAR

Spritzen BD Discardit Il (2, 5, 10, 20 ml)
Spritzen BD Micro-Fine 1 ml

Spritzen Omnican 50 (0,5 ml)

Spritzen Omnifix-F 1 ml

Sterican Einmal-Dentalkantlen

Tubes CELLSTAR

Vernichtungs-/Folienbeutel

2.8 Gerate

-80 °C Forma Ultratiefkiihlschrank

Advanced Fluorescence Imager

Advia 2120i Hamatologie-Analyseautomat
Bio-Plex 200 array reader
Elektrophorese-Sub-Cell GT
Farbekuvette

Gel-Dokumentations-System E.A.S.Y.

HistoCore Arcadia H-Paraffinausgief3station

Infinite 200 Multimode-Platten-Reader

Kéafige
Kahl- und Gefrierkombination (4 °C, -20 °C)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Carl Roth (Karlsruhe)
Bemis (Neenah, Wisconsin, USA)

Kisker Biotech GmbH & Co. KG
(Steinfurt)

Carl Roth (Karlsruhe)

SARSTEDT AG & Co. KG (Numbrecht)
Eppendorf (Hamburg)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
SARSTEDT AG & Co. KG (Numbrecht)

Greiner Bio-One International GmbH
(Kremsmiinster, Osterreich)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
B. Braun (Melsungen)
B. Braun (Melsungen)
B. Braun (Melsungen)

Greiner Bio-One International GmbH
(Kremsmiinster, Osterreich)

Th. Geyer GmbH & Co. KG
(Renningen)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)

INTAS Science Imaging Instruments
GmbH (Géttingen)

Siemens Healthcare (Erlangen)
Bio-Rad (Munchen)

Bio-Rad (Munchen)

Carl Roth (Karlsruhe)

Herolab GmbH Laborgerate
(Wiesloch)

Leica (Wetzlar)

Tecan Group AG
(M&nnedorf, Schweiz)

Tecniplast (HohenpeiRenberg)

Liebherr (Ochsenhausen)
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Magnetrthrer mit Heizplatte, RCT basic

Microliter-Spritze

Mikroskop DM6000 B (mit Kamera DFC420)

Mikrowelle

Mikrozentrifuge, MiniStar

Milli-Q Direct-Wasseraufbereitungssystem
Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis

Cell

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell

Mischplatte Polymax 1040

Morser

Multipette E3
Narkosekammer
Paraffinstreckbad
Paraffinstrecktisch HI1220
PCR Thermocycler FlexCycler
Pinzetten

Pipetten

Pipettierhilfe Accurpette
PowerPac HV Power Supply
Praparierbesteck

Roller 10 digital

Roller Mixer SRT9

Rotationsmikrotom RM2135
ScanDrop UV-Spektrophotometer
Sprout Mini-Zentrifuge

Thermomixer comfort
TissueRuptor
Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner

Vortex-Genie 2

Vortex-Schittler

Waage Acculab Atilon

Avantor (Darmstadt)

Hamilton Company
(Reno, Nevada, USA)

Leica (Wetzlar)
Sharp (Hamburg)
Avantor (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Bio-Rad (Munchen)

Bio-Rad (Munchen)

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG (Schwabach)

Carl Roth (Karlsruhe)

Eppendorf (Hamburg)

neolLab Migge GmbH (Heidelberg)
Medax Nagel GmbH & Co. KG (Kiel)
Leica (Wetzlar)

Analytik Jena (Jena)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Eppendorf (Hamburg)

Avantor (Darmstadt)

Bio-Rad (Minchen)

Vedena (Braak)

IKA-Werke GmbH & Co. KG (Staufen)

Cole-Parmer
(Stone, Staffordshire, UK)

Leica (Wetzlar)
Analytik Jena (Jena)

Heathrow Scientific
(Vernon Hills, lllinois, USA)

Eppendorf (Hamburg)
QIAGEN (Hilden)
Avantor (Darmstadt)

Scientific Industries, Inc.
(Bohemia, New York, USA)

Avantor (Darmstadt)

Waagen-Kissling (Rimbach)
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Zentrifuge 5417R Eppendorf (Hamburg)
2.9 Software
Name Version Hersteller
Bio-Plex Manager 6.1 Bio-Rad (Munchen)
ChemoStarTS 0.5.39.1 INTAS Science Imaging Instruments GmbH
(Gottingen)
E.A.S.Y. Win32 5.0 Herolab GmbH Laborgerate (Wiesloch)
FlashSoft Pro 1.2 Analytik Jena (Jena)
GraphPad Prism 9.0.2 GraphPad Software
(San Diego, Kalifornien, USA)
ImageJ 1.45 1.6.0 20 National Institutes of Health
(Bethesda, Maryland, USA)
Labimage 1D 4.1 Kapelan Bio-Imaging GmbH (Leipzig)
Leica Application Suite  3.08.2000 Leica (Wetzlar)
Magellan 6.6 Tecan Group AG (Méannedorf, Schweiz)
Microsoft 365 2502 Microsoft Corporation
(Redmond, Washington, USA)
Microsoft Office 15.0 Microsoft Corporation
Professional Plus 2013 (Redmond, Washington, USA)
SPSS Statistics 22.0.0.0 IBM (Armonk, New York, USA)
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3 Methoden

3.1 Tierexperimentelle Methoden

3.1.1 Herstellung der Ybx14RosaCre. ynd Ybx1RosaCrek2A_Tiere

Zur Generierung der Mausstamme wurde das Cre/LoxP-System eingesetzt. Dabei wurde das
Zielgen mit LoxP-Erkennungssequenzen flankiert, ein Vorgang, der als ,floxen“ bezeichnet
wird. Die Cre-Rekombinase katalysierte die Spaltung und Neuverkniipfung der DNA an den
LoxP-Sequenzen. Waren die LoxP sites in gleicher Orientierung ausgerichtet, fuhrte dies zur
Exzision des flankierten Genabschnitts. Bei entgegengesetzter Orientierung wurde der
markierte DNA-Abschnitt stattdessen invertiert. [88]

In dieser Arbeit wurde ein Mausstamm mit einem vollstandigen KO des Ybx1-Gens
eingesetzt (Tabelle 2). Zusatzlich wurde erstmals ein Mausstamm mit sekretionsdefizientem
YB-1 generiert. Diese Tiere verfliigen weiterhin Uber intrazellulares YB-1, sind jedoch nicht

mehr in der Lage, das Protein zu sekretieren.

Kompartiment Ybhx1WT Ybx14Rosacre Yhx ] RosaCrek2a
intrazellular ja nein ja
extrazellular ja nein nein

Tabelle 2: Lokalisation von YB-1 in Zellkompartimenten bei den verschiedenen Mausstdmmen. Die
Tabelle fasst die Lokalisation von YB-1 bei den in dieser Arbeit verwendeten Mausstimmen zusammen. In
WT(Ybx1WT)-Tieren ist YB-1 sowohl intra- als auch extrazellular nachweisbar, wahrend es im
Ybx1-KO (Ybx124RosaCre) yollstandig fehlt. Im sekretionsdefizienten Ybx1-KI-Mausstamm (Ybx1RosaCrek24) jst YB-1
weiterhin intrazellular vorhanden, kann jedoch nicht mehr sekretiert werden kann. Abkurzungen: Knock-in (KI);
Knock-out (KO); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (YB-1, Ybx1) (eigene Darstellung).

Fir den konditionalen Ybx1-Ganzkorper-KO wurden Ybx1“R°s2¢_Tiere entsprechend der
Methode von Bernhardt et al. aus unserer Arbeitsgruppe generiert. [89] Das Ybx1-Gen
befindet sich auf Chromosom 1 und umfasst 8 Exone. Zur gezielten Deletion wurde Exon 3
durch LoxP sites flankiert. Diese Mauslinie wurde als Ybx1"/* hezeichnet, wahrend Tiere
ohne flox-Allel als Ybx1""" klassifiziert wurden. Um einen systemischen KO zu erzielen, wurde
in einer zweiten Mauslinie die Cre-Rekombinase an den ubiquitar exprimierten ROSA26-
Promotor gekoppelt. [90] Da homozygote Ybx1-KO-Tiere embryonal letal sind, wurde ein
Tamoxifen-induzierbares konditionales KO-System eingesetzt. [91] Hierfir wurde die Cre-
Rekombinase @ mit einer mutierten  Ligandenbindungsdomane des humanen
Ostrogenrezeptors T2 (ERT2) fusioniert. [92, 93] Der resultierende Genotyp wurde als
WTRosaERT2Cre hazeichnet, wéahrend Mause ohne Cre-Rekombinase als WTROS%ERT2 gefijhrt

wurden. Das resultierende Fusionsprotein aus Cre-Rekombinase und ERT2 verbleibt in seiner
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inaktiven Form im Zytoplasma, wo es an heat shock protein 90 (Hsp90) gebunden ist. [94]
ERT2 wird von Tamoxifen, einem selektiven Ostrogenrezeptormodulator gebunden und
aktiviert. Endogenes Ostrogen hingegen kann den Rezeptor nicht aktivieren. [95] Durch
Kreuzung der Ybx1"Mo< mit der WTROS3ERTCe | inie wurde ein Ybx1R°s2C_Mausstamm
erzeugt, der sowohl fur das flox- als auch fir das Cre-Allel homozygot ist. Die Induktion des
Ybx1-KOs erfolgte durch Tamoxifen-Gabe. Dieses bzw. der aktive Metabolit
4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) bindet an ERT2, wodurch das Fusionsprotein aus Cre und ERT2
von Hsp90 freigesetzt wird. AnschlieBend transloziert der Komplex aus 4-OHT, Cre-
Rekombinase und ERT2 in den Zellkern, wo die Cre-Rekombinase Exon 3 des Ybx1-Gens
deletiert. [96] Dies fuhrt zu einer Leserasterverschiebung und damit zu einem vollstandigen
Funktionsverlust von YB-1. Als Kontrolltiere wurden gekreuzte Ybx1"""'. und WTRosaERT2Cre_
Tiere sowie gekreuzte Ybx1"¥m*. ynd WTRSERTZ. Mause verwendet. Diese werden im
Folgenden als Wildtypen (WT) bezeichnet.

Fur die Generierung des konditionalen sekretionsdefizienten Mausstamm wurde ebenfalls das
Cre/LoxP-System genutzt (Abbildung 4). Die Sekretion von YB-1 héngt von der Acetylierung
der Lysinreste 301 und 304 ab. Daher wurde ein an diesen Lysinen mutiertes Ybx1-Allel durch
homologe Rekombination in Form eines Knock-ins (KI) hinter das WT-Allel invertiert und mit
entgegengesetzten LoxP sites flankiert eingebracht. Die Lysine wurden durch Alaninreste
ersetzt. [97] Gleichzeitig wurde das WT-Allel gleichgerichtet gefloxt, um dessen spétere
Deletion zu erméglichen. Der resultierende Genotyp wurde als K2A-Ybx1"1°% pezeichnet,
wahrend Tiere ohne gefloxte Sequenzen als K2A-Ybx1""™ klassifiziert wurden. Die
K2A-Ybx1""*_Mauslinie wurde anschlieBend mit der WTROS3ERT2C_| inje gekreuzt, wodurch
der Ybx1Rosacrek2AMmausstamm generiert wurde. Nach der Verabreichung von Tamoxifen
wurde die Cre-Rekombinase aktiviert, wodurch das WT-Allel herausgeschnitten und das
mutierte Allel in die korrekte Basenabfolge tberfuihrt wurde. Die resultierende Inversion fihrte
schlieBlich zur Aktivierung des mutierten Allels. Da die zur Sekretion von YB-1 erforderlichen
Acetylierungsstellen nicht mehr vorhanden sind, kann YB-1 nicht mehr sekretiert werden. Die
Tiere weisen somit eine sekretionsdefiziente Variante von YB-1 auf. Als Kontrolltiere wurden
hier gekreuzte K2A-Ybx1"""- und WTROS3ERT2Cre_Mause sowie gekreuzte K2A-Ybx1™1ox. ynd

WTResaERT2_Tiere verwendet. Diese werden ebenso als Wildtypen (WT) bezeichnet.
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1 51 129 324
] 201 304

|
Ybx1-Gen N-b _tc

Lys Lys

Einbringen des mutierten Allels
und der LoxP sites

1 51 129 324
| | | 301 304

konditionales N
Yb. x1RosaCreK2A_,

Allel Lys Lys Ala Ala
304 301

ROSA26 (3 —ERTZ— Cre-Rekombination

nach Tamoxifen-Gabe

1 51 129 324
| | | 301 304 |
konstitutives ﬁ
be1RosaCreK2A_ N - C
|
Allel Ala Ala
301 304
kodierendes gefloxtes gefloxtes mutiertes und
Allel Ziel-Allel inveritiertes Ziel-Allel

. . Fusionsprotein aus Cre-
} } glelchg.erlchtete }‘ entgeggngesetzte Rekombinase und ERT2
LoxP sites LoxP sites gekoppelt an ROSA26-Promotor

Abbildung 4: Generierung des konditionalen Ybx1RosaCrek2A_Maysstammes. Zur Herstellung des konditionalen
Yhx1RosaCrek2A_Mausstammes wird durch homologe Rekombination ein an den Lysinen 301 und 304 mutiertes Allel
als Kl hinter das WT-Allel invertiert eingebracht. Die Lysine 301 und 304 werden durch Punktmutation mit Alanin
ersetzt. Das WT-Allel wird mit zwei gleichgerichteten LoxP sites markiert, das mutierte Allel durch zwei
entgegengesetzte LoxP-Sequenzen. Nach Tamoxifen-Gabe wird die Cre-Rekombinase aktiviert, die als
Fusionsprotein mit ERT2 vorliegt und an den ubiquitér exprimierten ROSA26-Promotor gekoppelt ist. Im Rahmen
der Rekombination wird das WT-Allel herausgeschnitten und das mutierte Allel in die regelrechte Basenabfolge
Uberfuhrt. Da die zur Sekretion von YB-1 notwendigen Acetylierungsstellen entfernt wurden, kann YB-1 nicht mehr
sekretiert werden. Abkurzungen: Alanin (Ala); C-terminale Doméne (C); cold shock domain (CSD);
Ostrogenrezeptor T2 (ERT2); Knock-in (KI); Lysin (Lys); N-terminale Domé&ne (N); Wildtyp (WT); Y-box binding
protein-1 (YB-1, Ybx1) (eigene Darstellung).

Sowohl Ybx1""™t = ypx1io¥lo*-Mause als auch K2A-Ybx1""- und K2A-Ybx1"™x_Mause
wiesen einen C57BL/6N-Hintergrund (Taconic) auf. Die WTROS3ERT2. ynd WTROsaERTCre_Tigre
hatten einen C57BL/6J-Hintergrund (Jackson Laboratories).

Zur vereinfachten Darstellung wird der Ybx1“Ro3“®.Stamm im weiteren Text als Ybx1-KO
bezeichnet. Sekretionsdefiziente Tiere des Ybx1Ros2"K2A.Stammes werden als Ybx1-KI-Tiere
bezeichnet. In Abbildungen, Tabellen und Uberschriften wird die vollstandige Nomenklatur

verwendet.
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3.1.2 Tierhaltung

Die Zucht und Haltung der Tiere erfolgte im Zentralen Tierlabor der Medizinischen Fakultat der
Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg. Der Gesundheitsstatus der Tiere entsprach den
Richtlinien der Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA).
Die Tiere wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen in individuell belufteten
Kafigen gehalten, die mit Weichholzgranulat ausgelegt waren. Den Tieren stand Futter und
Wasser ad libitum zur Verfligung. Die Haltungsbedingungen umfassten eine Raumtemperatur
von 21 bis 22 °C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca. 50 % sowie einen Tag-Nacht-
Zyklus von 12 h. Die Tierexperimente wurden an Mausen beider Geschlechter im Alter
von 9 bis 17 Wochen durchgefiihrt. Alle Experimente erfolgten in Ubereinstimmung mit dem
deutschen Tierschutzgesetz und wurden vorab durch das Land Sachsen-Anhalt
genehmigt (AZ UniMD 42502-2-1213; 1293).

3.1.3 Versuchsablauf

Induktion des Ybx1-Knock-outs und des Ybx1-Knock-ins durch Tamoxifen-Applikation

Die Cre-Rekombinase wurde durch Tamoxifen aktiviert. Tamoxifen wurde gemdrsert und tber
Nacht in 20 %igem ClinOleic (2 mg/200 pl) geldst. AnschlieBend erfolgte eine intragastrale

Applikation von 200 pl der Lésung pro Maus mittels Spritze in Form einer gavage.

Induktion des LPS-vermittelten Entziindungsmodells

Das Experiment wurde etwa 5 Wochen nach Verabreichung von Tamoxifen
durchgefiihrt (Abbildung 5). Den Mausen wurde LPS in einer gewichtsadaptierten Dosis
von 30 mg/kg Korpergewicht (KG) intraperitoneal (i. p.) verabreicht, was in etwa der mittleren
letalen Dosis (LDsg) entspricht. [98] Fir die LPS-Stocklésung wurde LPS von
E. coli 026:B6 (L8274) in der Konzentration von 3 mg/ml in PBS inkubiert. Zur Aktivierung
wurde die L6sung 30 min im Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner inkubiert. Die Injektion erfolgte
mit 10 pl/g KG LPS-Stocklésung, was einer Dosis von 30 mg/kg KG entspricht. Die
Kontrolltiere erhielten entsprechend eine Injektion mit PBS. Insgesamt wurde 18 WT-Tieren
PBS und 16 WT-Tieren LPS verabreicht. Jeweils 6 Ybx1-KO-Tiere erhielten PBS bzw. LPS.
In der Ybx1-KI-Gruppe wurde 9 Tieren PBS und 10 Tieren LPS injiziert.
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30 mglkg Ybx1WT (n = 18 bzw. 16)
PBS bzw. LPS i. P- be1ARosaCre (n = 6 bzw. 6)

QSSR Ybx{RosaCreK2A + (n=9 bzw. 10)

_____________ ] ]
-5 Wochen 0 3

— <+—— Tamoxifen

0h Zeit

Abbildung 5: Versuchsaufbau des LPS-Toxizitatsmodells. Fur das Experiment erhielten WT(Ybx1WT)-,
Ybx1-KO(Ybx12Rosacre). ynd Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2A) Tiare etwa 5 Wochen nach Tamoxifen-Verabreichung eine
i. p. Injektion von 30 mg/kg KG PBS bzw. LPS. Nach 30 h wurden die Tiere aufgearbeitet. In Klammern ist die
Anzahl der Tiere angegeben, die jeweils PBS bzw. LPS erhielten. Abkirzungen: intraperitoneal (i. p.); Knock-in (Kl);
Knock-out (KO); Lipopolysaccharide (LPS); phosphate-buffered saline (PBS); Wildtyp (WT); Y-box binding
protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).

Probenaufbereitung

30 h nach der LPS- bzw. PBS-Injektion erfolgte die Aufarbeitung der Tiere. Zur Narkotisierung
wurden die Mause einzeln in eine mit Isofluran vernebelte Kammer gesetzt und nach Eintritt
der Bewusstlosigkeit auf der Arbeitsflache fixiert. Die Probenentnahme erfolgte zunéchst bei
den LPS-injizierten Tieren. Nach Eroffnung des Thorax wurde das Herz mit einer mit
Natriumcitrat geftllten Spritze punktiert, um eine Gerinnung des Blutes zu verhindern. Das Blut
wurde vollstéandig entnommen, um einen sicheren Tod zu erzielen. Der Blutkreislauf wurde
anschlieRend mit 25 ml PBS und Heparin-Natrium gespult, um eine bessere Beurteilung der
Organe in der histologischen Untersuchung zu ermdglichen.

Fur die spatere Blutbildanalyse wurden vom gewonnenen Blut je 20 ul entnommen und in
Kapillarblutentnahme GK 150 EDTA-R6hrchen im Verhaltnis 1:10 mit isotoner Kochsalzldsung
verdinnt. Die Blutbildanalyse wurde nach Versuchsende mit Hilfe des Advia 2120i
Hamatologie-Analyseautomaten in der Klinik fir Hamatologie und Onkologie der Otto-von-
Guericke-Universitat Magdeburg durchgeftihrt.

Das verbliebene Vollblut wurde zur Plasmagewinnung bei Raumtemperatur mit 4000 rpm
fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand, der dem Plasma entsprach, wurde in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

AnschlieRend erfolgte die Entnahme der Nieren, der Lunge, der Leber und der Schwanzspitze.
Die Nieren wurden halbiert, Lunge und Leber in jeweils vier Teile zerschnitten. Drei Teile jedes
Organs wurden fir Protein- und RNA-Analysen in flissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80 °C gelagert. Ein Teil wurde zur spateren histologischen Untersuchung in Biopsie-
Einbettkassetten fir 24 h in 4 %igem Paraformaldehyd bei 4 °C fixiert. Anschliel3end wurden
die Gewebeproben im Institut fir Pathologie der Universitdt Magdeburg dehydriert und mithilfe

der HistoCore Arcadia H-Paraffinausgie3station eingebettet. Die Schwanzspitzen wurden zur
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spateren Genotypisierung ebenfalls in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.

Uberlebensanalyse und Gesundheitsbewertung

Die Uberlebensanalyse erfolgte in einem separaten Experiment. Hierflur erhielten die Tiere
analog zum ersten Experiment eine i. p. Injektion von 30 mg/kg KG LPS. Die Kontrolltiere
erhielten eine entsprechende Injektion mit PBS. Die Tiere wurden Uber einen Zeitraum
von 72 h beobachtet. Uberlebende Tiere wurden anschlieRend unter Narkose mit Isofluran
durch zervikale Dislokation getétet.

Parallel zur Uberlebensanalyse wurde der Gesundheitsstatus der Tiere regelmaRig evaluiert.
Hierbei wurde das Verhalten der Tiere auf einer Skala von 0 bis 12 Punkten bewertet. Ein Wert
von 12 entsprach einem vollkommen gesunden Zustand, wahrend verstorbene Tiere
mit O Punkten bewertet wurden. Tiere, die sich weiterhin aktiv verhielten, erhielten Werte
zwischen 10 und 12 Punkten. Desinteressiertes Verhalten wurde durch 7 bis 9 Punkte
definiert. Ein Wert von 4 bis 6 Punkten wurde bei lethargischem Verhalten vergeben, wéhrend
teilnahmslose Tiere mit 1 bis 3 Punkten bewertet wurden.

Die Datenverwaltung der Uberlebensanalyse und Gesundheitsbewertung erfolgte mithilfe der
Microsoft Excel 2013 Software. Die Erstellung der Kaplan-Meier-Uberlebenskurven und der
Graphen des Gesundheitsstatus wurden mit der GraphPad Prism Software und die statistische
Auswertung mit SPSS durchgefiihrt.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction [PCR]) diente der gezielten
Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen. Als Ausgangsmaterial dienten ein- oder
doppelstrangige DNA-Fragmente mit zum Teil bekannten Sequenzen. Die Amplifikation
erfolgte mithilfe zweier spezifischer Primer, die an komplementaren Sequenzen der DNA
banden, sowie einer hitzestabilen Polymerase, die einzelne Nukleosidtriphosphate anfligte.
Zunachst wurde die doppelstrangige DNA bei 95 °C denaturiert, wodurch sie in Einzelstrange
zerfiel. Nach Abkuhlung auf etwa 51 bis 67 °C banden die zugesetzten Primer an ihre
komplementaren Basensequenzen (Annealing). AnschlieBend erfolgte bei 72 °C die
Elongation durch die Polymerase, die von den Primern ausgehend einen komplementaren
Strang synthetisierte. Dieser Zyklus wurde etwa 30- bis 40-mal wiederholt, bis die gewlinschte

DNA-Menge erreicht war.
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Genotypisierung

Fir die Genotypisierung der Mausstamme wurden die bei -80 °C gelagerten Schwanzspitzen
zunéchst lysiert. Dazu wurde ein Lysepuffer aus 100 pl DirectPCR Lysis Reagent Tall
und 1,25 pl (25 pg) Proteinase K pro Probe angesetzt. AnschlieRend wurden je 100 pl
Lysepuffer auf die Proben gegeben und diese Uber Nacht bei 55 °C mit 650 rpm im
Thermomixer inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Proteinase K durch Erhitzen der Proben
auf 96 °C mit 650 rpm fur 10 min inaktiviert. Nach Homogenisierung der Proben erfolgte eine
Zentrifugation des Lysats bei 4 °C mit 14.000 rpm fir 5 min. Der Uberstand wurde
abgenommen und fiur die anschlielende PCR auf Eis gelagert.

Fur jeden Mausstamm wurden drei PCR-Ansatze benétigt. Die Genotypisierung des
Ybx1-KOs erfolgte mithilfe der Ybx1-, der RosaERT2Cre WT- und der RosaERT2Cre-PCR.
Ybx1-Kl-Mausstammes wurden die K2A-Ybxl-, die
RosaERT2Cre WT- und die RosaERT2Cre-PCR genutzt.

Die Primer wurden im Verhaltnis 1:10 mit Nuklease-freiem Wasser verdinnt. Jede PCR wurde

Zur  Genotypisierung des

mit einer Negativkontrolle (Nuklease-freies Wasser) sowie Positivkontrollen (DNA von zuvor

sicher identifizierten Mausen) durchgefiihrt. Folgende PCR-Anséatze wurden hergestellt:

Reaktionsansatz Ybx1-PCR

Reaktionsansatz K2A-Ybx1-PCR

Nuklease-freies Wasser 6 pl
Primer 4954 133 (10,0 uM) 1l
Primer 4954 134 (10,0 uM) 1l

DreamTaq Green PCR Master Mix 10 pl
DNA-Probe 2 pl

Reaktionsansatz RosaERT2Cre WT-PCR

Nuklease-freies Wasser 7wl
Primer 5397_43 (10,0 uM) 0,5 ul
Primer 5397_44 (10,0 uM) 0,5 ul

DreamTaq Green PCR Master Mix 10 pl

DNA-Probe 2

Reaktionsansatz RosaERT2Cre-PCR

Nuklease-freies Wasser 8 pl
Primer R26Nhe fw (10,0 uM) 0,5 ul
Primer R26Nhe rv (10,0 uM) 0,5 ul

DreamTaq Green PCR Master Mix 10 pl
DNA-Probe 1pl

Nuklease-freies Wasser 8 ul
Primer Cre-1 (10,0 uM) 0,5 ul
Primer Cre-2 (10,0 uM) 0,5 ul

DreamTaq Green PCR Master Mix 10 pl
DNA-Probe 1l
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Die Amplifikation erfolgte in dem PCR Thermocycler FlexCycler mit folgenden Programmen:

PCR-Programm Ybx1 PCR-Programm K2A-Ybx1
95 °C 5 min 95 °C 5 min
95 °C 30s 95 °C 30s
60 °C 30s 35 Zyklen 60 °C 30s 35 Zyklen
72 °C 1 min 72 °C 1 min
72 °C 10 min 72 °C 10 min
4°C - 4°C -
PCR-Programm RosaERT2Cre WT PCR-Programm RosaERT2Cre
94 °C 5 min 94 °C 5 min
94 °C 30s ] 94 °C 30s
62 °C 30s - 6 Zyklen 67 °C 30s - 6 Zyklen
72 °C 2 min | 72 °C 2 min i
94 °C 30s i 94 °C 30s
59 °C 30s - 24 Zyklen 64 °C 30s - 28 Zyklen
72 °C 2 min ] 72°C 2 min )
72 °C 7 min 72 °C 7 min
4°C - 4°C -

Die Analyse der amplifizierten DNA-Sequenzen erfolgte durch Gelelektrophorese gemaf
Kapitel 3.2.3.

3.2.2 RNA-Analyse

Zur RNA-Analyse aus Nierengewebe erfolgte nach RNA-Isolation eine Herstellung von
complementary DNA (cDNA) aus mRNA und anschlieBender Amplifikation der cDNA mittels
PCR.

RNA-Isolation aus Gewebeproben

Samtliche Arbeitsschritte erfolgten, sofern nicht anders angegeben, auf Eis. Zunachst wurde
das Gewicht der bei -80 °C gelagerten Nierengewebeproben bestimmt. AnschlieRend wurden
pro 100 mg Gewebe 1 ml Trizol hinzugefiigt und die Proben mittels TissueRuptor
homogenisiert. Dem Lysat wurden 200 pl Chloroform zugesetzt, worauf eine 5-minltige

Inkubation bei Raumtemperatur folgte. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C
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mit 12.000 rpm fur 15 min. Die obere wassrige Phase, die die RNA enthielt, wurde in ein
RNase-freies Gefald uberfuhrt und mit eiskaltem Isopropanol im Verhdltnis 1:1 versetzt. Zur
Préazipitation wurde die RNA Uber Nacht bei -80 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die
gefrorenen Proben bei 4 °C mit 12.000 rpm fur 10 min zentrifugiert und der Uberstand wurde
verworfen. Das RNA-Pellet wurde anschlie3end zweimal mit 500 pl kaltem, 80 %igem Ethanol
bei 4 °C mit 9650 rpm fir 5 min gewaschen. Der 80 %ige Ethanol wurde aus Ethanol absolut
durch Verdinnung mit Aqua destillata (Aqua dest.) im Verhaltnis 8:2 hergestellt. Der
Uberstand wurde verworfen und das getrocknete Pellet in 11 pl Nuklease-freiem Wasser
resuspendiert. Die Proben wurden fur mindestens 2 h bei -80 °C gelagert.

Die RNA-Konzentration wurde mit dem ScanDrop UV-Spektrophotometer und der FlashSoft
Pro Software bestimmt.

Herstellung von cDNA

Die isolierte mRNA wurde mithilfe einer Reversen Transkriptase in cONA umgeschrieben, eine
DNA-Variante ohne Introne. Eine Reverse Transkriptase ist eine RNA-abh&ngige DNA-
Polymerase. Die Synthese erfolgte entsprechend dem Protokoll des RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit. Alle Proben und Reagenzien wurden dabei auf Eis gelagert. Zu Beginn
wurden 5 pg mRNA aus Nierengewebe mit 1 pl oligo(dT)1s-Primer versetzt und mit Nuklease-
freiem Wasser auf 12 pl ergénzt. Die Losung wurde fir 5 min bei 65 °C inkubiert, um
Sekundarstrukturen aufzulésen. Anschlielend wurde ein Mastermix hergestellt und auf die

RNA-LOsung gegeben wurde.

Reaktionsansatz Mastermix

5x Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 u/ul) 1l
10 mM dNTP Mix 2 ul

RevertAid Reverse Transkriptase (200 U/ul) 1l

Die Synthese erfolgte fur 1 h bei 42 °C und wurde durch Erhitzen auf 70 °C fir 5 min beendet.
Die cDNA wurde anschlieRend bei -80 °C gelagert oder unmittelbar fir die nachfolgende PCR

verwendet.

PCR der cDNA

Zur Amplifikation der cDNA wurde das GoTag Flexi DNA Polymerase Kit verwendet. Als DNA-
Polymerase diente hier die GoTaq Hot Start Polymerase. 3-Aktin diente als Ladekontrolle. Fur

jede Probe wurde folgender Reaktionsansatz pipettiert:
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Reaktionsansatz IL-6-PCR

Reaktionsansatz 3-Aktin-PCR

Konz. Menge Konz. Menge
5x Green GoTaq 5x Green GoTaq
Flexi Buffer 10 Flexi Buffer 10
MgCl, 25 mM 2,5 mM 5 pl MgCl; 25 mM 2,5 mM 5 pl
PCR Nucleotide 1 ul PCR Nucleotide 1ul
Mix 10mM H Mix 10mM H
Primer IL-6 fv 0,5uM 0,25 ul Primer B-Aktin fw 0,5uM 0,25l
Primer IL-6 rv 0,5uM 0,25l Primer B-Aktin rv 0,5uM 0,25l
GoTag Hot Start GoTag Hot Start
Polymerase 5 u/pl 1.25u 025l Polymerase 5 u/pl 1.25u 025l
cDNA-Probe 0,1 ug cDNA-Probe 0,1 ug

Um eine cDNA-Menge von 0,1 ug zu erhalten, wurden aus der gewonnen cDNA aus

Nierengewebe jeweils 0,4 pl verwendet. Folgende PCR-Programme schlossen sich an:

PCR-Programm IL-6 PCR-Programm B-Aktin

95 °C 4 min 95 °C 4 min
95 °C 45 s 95 °C 45 s
51°C 45 s 35 Zyklen 55 °C 45 s 30 Zyklen
72 °C 1 min 72 °C 1 min
72 °C 5 min 72 °C 5 min
4°C - 4°C -

Die Analyse der amplifizierten cDNA erfolgte mittels Gelelektrophorese nach dem Protokoll

unter Abschnitt 3.2.3. Die Quantifizierung wurde mit der Labimage 1D Software durchgefiihrt.

3.2.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung der DNA nach ihrer GroRe durchgefiihrt.
Anhand eines Markers konnte die GréRe der mittels PCR amplifizierten Genabschnitte
bestimmt werden. Je nach Grol3e der DNA-Fragmente wurden 2 %ige Agarose-Gele fir DNA-
Fragmente bis 300 bp und 1 %ige Agarose-Gele fur groRere Fragmente verwendet. Die
Agarose-Gele wurden unmittelbar vor ihrer Benutzung frisch hergestellt. Pro Gel wurde die
entsprechende Menge Agarose in 100 ml TBE-Puffer (1x) gelést. Dazu wurde TBE-

Puffer (10x) im Verhaltnis 1:10 mit Aqua dest. verdinnt. Die Agarose-Ldsung wurde fur 2,5 min
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in der Mikrowelle bei 800 W erhitzt und anschlieRend durch Schwenken homogenisiert, bis
keine Schlieren mehr sichtbar waren. Zur Sichtbarmachung der DNA im Gel
wurden 2 pl Stain G/100 ml Lésung hinzugegeben. Nach einer 5-minitigen Abkihlung wurde
die Lésung in eine Gelkammer mit eingesetzten Kdmmen gegossen, auf waagrechten Stand
Uberprift und 30 min zum Harten stehengelassen. Danach wurde das Gel in die
Elektrophorese-Sub-Cell GT eingelegt und die Kammer mit TBE-Puffer (1x) aufgefullt, bis das
Gel vollstandig bedeckt war. Nach Entfernen der KAmme und Spulen der Taschen mit TBE-
Puffer (1x) wurden jeweils 15 pl PCR-Produkt in die Taschen pipettiert. Der Mastermix bzw.
Flexi Buffer enthielt bereits einen Ladepuffer, sodass die Proben direkt aufgetragen werden
konnten. Als Marker wurden 5 pl GeneRuler 100 bp DNA Ladder verwendet. Die
Elektrophorese-Sub-Cell GT wurde anschlieBend 1 h lang bei 100 V durchgefihrt.

Danach erfolgte die Entwicklung der Gele mit dem Gel-Dokumentations-System E.A.S.Y. unter
Nutzung der E.A.S.Y. Win32 Software.

3.3 Proteinanalytik

Die Proteinanalytik diente dem Nachweis spezifischer Proteine. Hierzu erfolgte zunachst eine
Isolation von Proteinlysaten aus Nieren-, Lungen- und Lebergewebe. Nach einer

Konzentrationsbestimmung wurden die Proteine mittels Western Blots sichtbar gemacht.

3.3.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Gewebe

Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis, sofern nicht anders angegeben. Zur Proteinextraktion
wurden die gefrorenen Gewebeproben in 400 pl RIPA-Lysepuffer resuspendiert. Zuvor wurden
jeweils 1 Tablette des Protease-Inhibitors cOmplete Mini und des Phosphatase-Inhibitors
PhosSTOP in 10 ml RIPA-Lysepuffer geldst. Anschliel3end erfolgten eine Homogenisierung
mittels TissueRuptor und eine Inkubation der Lésung fir 30 min. Das Lysat wurde danach
fir 30 min bei 4 °C mit 15.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in
ein neues GefalR Uberfiihrt, das Pellet verworfen. Die gewonnenen Proteinlysate wurden
bei -80 °C gelagert.

Die Proteinmenge wurde mit dem DC Protein Assay Kit Il quantifiziert. Eine Standardreihe
wurde aus der Protein Standard Il (BSA)-Stammlésung und Aqua bidestillata (Aqua bidest.)

wie folgt hergestellt:
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Protein Standard Il (BSA)-

Konzentration [mg/ml] Stammlosung [10 mg/mi] Aqua bidest.
0,00 - 500,0 pl
0,10 5,0 ul 495,0 pl
0,25 12,5 pl 487,5 pl
0,50 25,0 pl 475,0 pl
1,00 50,0 pl 450,0 pl
1,50 75,0 pl 425,0 ul
2,00 100,0 pl 400,0 pl
3,00 150,0 pl 350,0 pl

Die Lysate wurden im Verhdltnis 1:10 mit RIPA-Lysepuffer verdinnt. Insgesamt wurde je
Probe aus 10 ul Lysat und 90 pl RIPA-Lysepuffer ein Gesamtvolumen von 100 pl hergestelit.
Mit Reagenz S und Reagenz A aus dem DC Protein Assay Kit Il wurde bei Raumtemperatur
im Verhaltnis 1:50 ein Mix hergestellt. Jeweils 5 pl der verdiinnten Probe bzw. Standardlésung
wurden auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Es erfolgte stets eine Doppelbestimmung.
Nachfolgend wurden 25 ul des Mixes in jedes Well hinzugegeben. Unter Lichtausschluss
wurden 200 ul des Reagenz B pro Well pipettiert und Luftblasen entfernt. Nach einer
Inkubation von 15 min im Dunkeln erfolgte die Messung der Proteinkonzentration mithilfe des
Infinite 200 Multimode-Platten-Readers. Die Messung erfolgte bei 750 nm mit der Magellan
Software. Die Standardreihe lieferte eine Standardkurve. Die Proteinkonzentration der
Gewebeproben wurde durch Vergleich mit dieser ermittelt. Die Proben wurden nun im
Verhéltnis 1:5 mit Sample Buffer (5x) und entsprechend der errechneten Proteinkonzentration
mit RIPA-Lysepuffer auf eine Endkonzentration von 1 pg/ul in Leberlysaten bzw. 1,5 ug/ul in
Nieren- und Lungenlysaten verdunnt. Nach Erhitzen auf 95 °C mit 650 rpm fur 5 min wurden

die Proben kurz zentrifugiert und auf Eis gestellt.

3.3.2 Western Blot

Der Western Blot ermdglichte den spezifischen Nachweis von Proteinen. Hierbei wurde das
Proteingemisch  zunédchst mittels sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) im elektrischen Feld aufgetrennt. Dabei wanderten die Proteine
entsprechend ihrer Gro3e und Ladung im Polyacrylamidgel unterschiedlich weit. Im
anschlielenden Blotting-Verfahren wurden die Proteine im elektrischen Feld auf eine

Membran Ubertragen und dort mittels Immundetektion durch Antikdrper sichtbar gemacht.
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Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE wurde mit dem Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell System
durchgefuhrt. Zunachst wurden 10 %ige Polyacrylamidgele mit einer Starke von 1,0 mm
hergestellt. Die folgenden Chemikalien wurden entsprechend der angegebenen Menge und
Reihenfolge fir ein 10 %iges Trenngel gemischt. Die Ldsung wurde mittels Einweg-
Pasteurpipette zwischen zwei Glasplatten gegossen, die in einer Halterung mit definiertem
Abstand eingespannt waren. Zur Vermeidung von Blasenbildung wurde das Gel mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach 30 min war das Gel vollstandig polymerisiert und das
Isopropanol wurde vorsichtig entfernt. Fir das Sammelgel wurden nachfolgend genannte
Reagenzien gemischt. Die Lésung wurde auf das Trenngel gegossen und ein Kamm fir die
Probentaschen eingesetzt. Das Sammelgel hartete nach 20 min aus. Die Gele konnten nun

verwendet oder feucht verschlossen fir kurze Zeit bei 4 °C gelagert werden.

Trenngel Sammelgel

Anzahl der Gele 2 Anzahl der Gele 2
Konzentration 10 %

H.O 4 ml H.O 2,4 ml
Resolving Buffer 2,5 mil Stacking Buffer 1,0 ml
SDS 10% 100 pl SDS 10% 40 pl
Acrylamid/Bis-Losung 30% 3,4 ml Acrylamid/Bis-Lésung 30% 520 ul
APS 10% 100 pl APS 10% 50 ul
TEMED 10 pl TEMED 5 pl

Die Gele wurden in eine mit Running Buffer (1x) geflllte Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell eingesetzt. Der Running Buffer (10x) wurde im Verhaltnis 1:10 mit Aqua
dest. verdiinnt. Die Kdmme wurden entfernt und die Taschen mit Running Buffer (1x) gespililt.
AnschlieRend wurden 20 pl der Probe (entsprechend 20 bzw. 30 pg Protein) mit einer
Microliter-Spritze in jede Tasche pipettiert. Als Marker wurde 5 pl des PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder verwendet. Leere Taschen wurden mit Sample Buffer (5x) befullt.
Die Proben wurden fur 20 min bei 80 V im Sammelgel aufgetrennt. AnschlieRend wurde die
Spannung fur 1 h auf 120 V erhdht.

Blotting

Die aufgetrennten Proteinbanden wurden auf eine Nitrocellulose-Membran Utbertragen, ein
Vorgang, der als blotting bezeichnet wird. Die Membranen wurden zuerst fir 1 min in Aqua
dest. aktiviert und dann fuar 5 min in Transferpuffer eingeweicht. Schaumkissen und
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Blottingpapier wurden ebenfalls in Transferpuffer getrankt. Nach dem Ldsen des Gels aus den
Glasplatten wurde das SDS fur 5 min in Transferpuffer ausgewaschen. Gel und Membran
wurden Ubereinandergelegt und mit jeweils zwei Blottingpapieren sowie einem Schaumkissen
in die Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell eingespannt. Die Kammer wurde
mit 4 °C kaltem Transferpuffer gefullt. Zum Schutz vor Warmeentwicklung wurde ein Eisakku
innerhalb der Kammer und Eis aul3erhalb der Kammer verwendet. Das Blotting erfolgte
far 1,5 h bei 100 V und maximal 200 mA.

Immundetektion

Nach dem Transfer wurden die Membranen dreimal fir 5 min in TBST gewaschen. Zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte eine Inkubation fir 1 h Dbei
Raumtemperatur in einer Blockierungslosung. AnschlieBend folgten drei 5-minltige
Waschschritte in TBST. Danach erfolgte die Inkubation mit dem priméren Antikorper
bei 4 °C Uber Nacht. Am nachsten Tag wurden die Membranen dreimal fir 5 min in TBST
gewaschen und danach mit dem sekundaren Antikorper fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Es folgten zwei 5-minitige Waschschritte in TBST und ein 5-mindtiger Waschschritt in TBS.
Zur Entwicklung wurde das Pierce ECL Western Blotting Substrate verwendet. Die
Membranen wurden mit 1 ml einer Mischung aus Detection Reagent 1 und Detection
Reagent 2 im Verhdltnis 1:1 fir 1 min im Dunkeln inkubiert. Die Antikdrperbindung wurde
mithilfe des Advanced Fluorescence Imagers und der ChemoStarTS Software sichtbar
gemacht, indem Fotografien in regelmaRigen Zeitabstdnden zwischen 30s und 5 min
aufgenommen wurden.

Die Blots wurden zur langfristigen Lagerung getrocknet und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Die Quantifizierung erfolgte mit der Labimage 1D Software.

3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Herstellung von Gewebeschnitten

Gewebeschnitte wurden aus zuvor angefertigten Paraffingewebeblocken mithilfe des
Rotationsmikrotoms RM2135 hergestellt. Die Blocke wurden tber Nacht bei -20 °C gelagert.
Die Schnittdicke betrug 3 pym. Zur Entfaltung wurden die Schnitte mit einem Pinsel auf
ein 37 °C warmes Paraffinstreckbad gelegt und anschlielend auf einen SuperFrost Plus
Objekttrager gezogen. Zur Trocknung wurden die Objekttrager auf dem Paraffinstrecktisch
HI1220 bei 65 °C Uber Nacht gelagert.

Zur anschlieBenden Farbung wurden die Gewebeschnitte entparaffiniert und rehydriert. Die

Objekttrager wurden je nach Farbung in Kivetten mit den folgenden Reagenzien inkubiert.
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80 %iger Ethanol wurde aus Ethanol absolut durch Verdinnung mit Aqua dest. im

Verhdltnis 8:2 hergestellt.

Hamatoxylin-Eosin(HE)-Farbung Immunhistochemische Farbung
ProTags Clear 2Xx5min ProTags Clear 2 x5 min
Ethanol absolut 2 X5 min Ethanol absolut 2 X5 min
Ethanol 96 % 2 X5 min Ethanol 96 % 1 x5 min
Ethanol 80 % 1 x5 min Ethanol 80 % 1 x5 min
Ethanol 70 % 1 x5 min Ethanol 70 % 1 x5 min
Aqua dest. 2 X5 min Aqua dest. 3 x5 min

3.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Féarbung

Die HE-Farbung ist ein Standardverfahren, mit dem verschiedene Gewebestrukturen
dargestellt werden. Hamatoxylin ist ein basischer Farbstoff, der saure (basophile) Strukturen,
wie Zellkerne und das raue endoplasmatische Retikulum, blau farbt. Eosin ist ein saurer
Farbstoff, der basische (eosinophile) Strukturen, wie Proteine des Zytoplasmas und
Mitochondrien, rot farbt.

Nach dem Entparaffinieren und Rehydrieren wurden die Objekttrager mit den
Gewebeschnitten fir 10 min in Himalaun-LOdsung inkubiert, welche zuvor mit einem Faltenfilter
filtriert wurde. Nach kurzem Spilen mit Aqua dest. wurden die Proben fur 15 min unter
flieRendem, lauwarmem Leitungswasser geblaut. AnschlieRend wurden sie mit Aqua dest.
gespilt und fir 5 min in Eosin G-Losung inkubiert, wobei 1 Tropfen Essigsaure

auf 100 ml Eosin G-Lésung hinzugefigt wurde. AbschlieRend wurde mit Aqua dest. gespllt.

3.4.3 Immunhistochemische Farbung

Die Immunhistochemie ermdglicht die Darstellung spezifischer Proteine durch markierte
Antikdrper. Das Prinzip beruht auf einer Antigen-Antikbrper-Reaktion, bei der der primére
Antikérper an das zu detektierende Epitop bindet. Daran bindet ein sekundarer Antikdrper, der
mit einem Enzym gekoppelt ist. Das Enzym setzt einen Farbstoff um, der unter dem
Durchlichtmikroskop sichtbar gemacht werden kann.

Nach dem Entparaffinieren und Rehydrieren wurden die Schnitte fir 5 min in Citratpuffer in
der Mikrowelle bei 800 W erhitzt und dann fur etwa 10 min auf Eis gelagert. Nach einem
5-minitigen Waschschritt in Aqua dest. wurden die Schnitte zur Inaktivierung der endogenen
Peroxidase fur 15 min in einer 3 %igen H»O»-L6sung inkubiert, die im Verhaltnis 1:10 mit Aqua

dest. verdinnt wurde. Nach jeweils 5-minitigem Waschen in Aqua dest. und PBST erfolgte

33



eine Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen durch Inkubation in einer
Blockierungslosung (20 % FCS in PBST) fir 1 h bei Raumtemperatur. Der priméare AntikGrper
wurde in 1 % FCS in PBST verdinnt. Nach einem 5-minitigen Waschschritt in PBST wurden
die Objekttrager mit einem fusselfreien Tuch leicht getrocknet. Um das Uberlaufen von
Substanzen in benachbarte Bereiche zu verhindern, wurden die Gewebeschnitte mit einem
Dako Pen Fettstift umkreist. Es wurden jeweils 70 pl der Antikdrper-Losung auf die Schnitte
pipettiert. Bei allen Proben wurden Negativkontrollen durch Hinzugeben von PBST
mit 1 % FCS mitgefuhrt. Die Schnitte wurden fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und danach
dreimal fur 5 min in PBST gewaschen. Der sekundare Antikorper wurde in PBST verdtinnt und
die Schnitte anschlieBend fir 1 h bei Raumtemperatur damit inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen fur 5 min mit PBS (1x) erfolgte bei horseradish peroxidase(HRP)-konjugierten
Antikérpern die Farbentwicklung nach den Anweisungen des Herstellers mittels des Liquid
DAB+ Substrate Chromogen Systems. Hierbei diente Diaminobenzidin (DAB) als Substrat der
Peroxidase. Auf 1 ml DAB+ Substrate Buffer wurde 1 Tropfen DAB+ Chromogen gegeben. Je
Gewebeschnitt wurden 70 pl des DAB-Substrats hinzugegeben und die Objekttrager
fur 30 min inkubiert. Die Farbung wurde durch zwei 5-minltige Waschschritte in Aqua dest.
beendet. Zur Gegenfarbung wurden die Schnitte fir 45 s in Hamalaun-L6sung gegeben und
anschlieBend fur ca. 3 min unter flieBendem, lauwarmem Leitungswasser geblaut.
AbschlieRend folgten zwei 5-minitige Waschschritte in Aqua dest.

Nach Beendigung der Farbungen wurden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden

Ethanolreihe dehydriert:

HE-Farbung Immunhistochemische Farbung
Ethanol 70% 1x2min Ethanol 70% 1x2min
Ethanol 80% 1 x2 min Ethanol 80% 1x2min
Ethanol 96% 1x2 min Ethanol 96% 1x2min
Ethanol absolut 1x2min Ethanol absolut 2 X2 min
ProTags Clear 2 X 2 min ProTags Clear 2 X2 min

Zum Eindecken der Schnitte wurde ein Tropfen Roti-Histokitt 1 auf die Objekttrager gegeben
und diese mit einem Deckglas abgedeckt. Die Aushartung der Schnitte erfolgte Gber Nacht.

AnschlieRend wurden die Objekttrager bei Raumtemperatur in Objekttragerkasten gelagert.
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3.4.4 Bilderfassung und Auswertung

Die Bilderfassung der Praparate erfolgte mit dem Mikroskop DM6000 B und der Leica
Application Suite Software.
Die HE-Farbung wurde angewandt, um allgemeine Gewebeschaden zu beurteilen, wobei der
Fokus auf Nieren- und Lungenschaden lag. Der Nierenschaden wurde im Bereich des renalen
Kortex bewertet. Zur Schadensbewertung wurden folgende Kriterien herangezogen: [99]

- dilatierte Tubuluslumina

- Tubulusnekrosen mit abgeflachten, vakuolisierten Epithelien

- interstitielles Odem mit infiltrierenden Immunzellen
Lungenschaden wurden im gesamten Gewebe beurteilt. Als Schadenskriterien
galten: [100, 101]

- fibrinreiches interstitielles Lungentdem

- Atelektasen mit verminderter Anzahl an Alveolen

- Verbreiterung der Alveolarmembranen

- alveolare Infiltration von Entzlindungszellen
Mithilfe der immunhistochemischen Farbung wurden Fibrinogenablagerungen in den Organen
untersucht. Fur die Farbung wurde der Fibrinogen y (C20)-Antikorper verwendet.

Es wurden jeweils reprasentative Bildausschnitte ausgewahlt.

3.5 Zytokin-Assays

Mithilfe  des  Zytokin-Assays war eine gleichzeitige @ Bestimmung  mehrerer
Zytokinexpressionslevel in einer Probe moglich. Das Prinzip des Verfahrens beruht auf einer
Antigen-Antikorper-Reaktion. Die zu detektierenden Zytokine wurden von spezifischen
Antikorpern gebunden und durch weitere Nachweisreaktionen sichtbar gemacht.

Die Zytokinanalyse des Plasmas wurde mithilfe des Proteome Profiler Mouse XL Cytokine
Array Kits durchgefiihrt. Dieses basiert auf dem Prinzip eines membranbasierten Sandwich-
Immunoassays. Zytokine wurden von Antikdrpern, die auf Nitrocellulose-Membranen fixiert
waren, gebunden. Durch biotinylierte Antikdrper wurden diese markiert und mittels
Streptavidin-HRP und Chemilumineszenz-Reaktion sichtbar gemacht. Die Durchfiihrung
erfolgte geman den Herstellerangaben nach folgendem Protokoll. Zur Vorbereitung wurden
alle Reagenzien bei Raumtemperatur gelagert, die Plasmaproben auf Eis. Alle Arbeitsschritte
erfolgten zur Verhinderung von Kontamination mit einer Atemschutzmaske. Zu Beginn wurden
die Schutzfolien der Membranen mithilfe einer Pinzette entfernt. Die anschlielRende
Behandlung der Membranen erfolgte mit Handschuhen und Pinzette. Zunachst wurde der
Cytokine Detection Antibody Cocktail in 200 pl Aqua dest. gegeben. Array Buffer 4 und Wash

Buffer wurden bis zur vollstdndigen Lésung des Bodensatzes geschiittelt. Zur Herstellung
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von 1x Array Buffer 4/6 erfolgte die Mischung von 4 ml Array Buffer 4 mit 8 ml Array Buffer 6.
Zum Erhalt von 1x Wash Buffer wurden 40 ml des Wash Buffers in 960 ml Aqua dest. gegeben.
Fir jede Membran wurde 1 ml von Chemi Reagent Mix bengétigt. Hierzu erfolgte die Mischung
von Chemi Reagent 1 und 2 in gleichen Volumina. Der Mix wurde anschlieBend dunkel
gelagert. Unmittelbar vor Verwendung erfolgte eine Verdinnung von Streptavidin-HRP in
Array Buffer 6 nach Herstellerangaben. Zur Durchfiihrung des Arrays wurden 2 ml Array
Buffer 6 in jede Vertiefung der 4-Well Multi-dish pipettiert. Array Buffer 6 diente hierbei als
Blocksubstanz. Jede Membran wurde in ein separates Well gegeben, wobei die Nummern der
Membranen nach oben zeigten. Zur Blockierung erfolgte eine einstiindige Inkubation auf einer
Mischplatte. Zur Vorbereitung der Proben wurde zu je 200 pl Plasma-Probe 0,5 ml Array
Buffer 4 gegeben und mit Array Buffer 6 auf 1,5 ml aufgefullt. Nach der Inkubation wurde Array
Buffer 6 aus den Wells entfernt und die Proben in die Vertiefungen gegeben. Die 4-Well Multi-
dish wurde anschlieRend mit einem Deckel verschlossen und bei 2 bis 8 °C Uber Nacht auf
einer Mischplatte inkubiert. Danach wurden die Membranen in separate GefaRe mit
je 20 ml 1x Wash Buffer gegeben und fur 10 min auf einer Mischplatte gewaschen. Der
Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Die Platte wurde anschlieBend mit Aqua dest. gesplilt
und getrocknet. Fir jede Membran erfolgte die Zugabe von 30 pl Detection Antibody Cocktail
zu 1,5ml 1x Array Buffer 4/6. 1,5 ml des verdinnten Detection Antibody Cocktail wurde
hieraufhin in jedes Well der 4-Well Multi-dish pipettiert. Die Membranen wurden anschlieRend
aus der Waschlosung in die Wells zuriickgelegt und die Platte mit dem Deckel verschlossen.
Eine Inkubation fur 1 h bei Raumtemperatur auf der Mischplatte schloss sich an. Es folgte ein
dreimaliger Waschschritt. 2 ml 1x Streptavidin-HRP wurden anschlieRend in jedes Well
pipettiert. Die Membranen wurden wieder in die 4-Well Multi-dish zurtickgelegt und die Platte
verschlossen. Es folgte eine 30-minttige Inkubation bei Raumtemperatur auf der Mischplatte.
Anschlieend wurde jede Membran wie zuvor dreimal gewaschen. Die Membranen wurden
anschlie@end auf einem Tuch vorsichtig abgetropft und auf die untere Seite eines
ca. 10 x 12 cm zurechtgeschnittenen Folienbeutels gelegt. Dieser wies drei offene und eine
geschlossene Seite auf. Die Nummern der Membranen zeigten hierbei wieder nach oben.
AnschlieRend wurde 1 ml des vorbereiteten Chemi Reagent Mix auf jede Membran getropft.
Die Folie wurde geschlossen und alle Luftblasen ausgestrichen. Es folgte eine Inkubation fur
eine Minute. Nachdem Uberschissige Flissigkeit an den Ré&ndern der Folie vorsichtig mit
Papiertiichern entfernt wurde, erfolgte die Entwicklung der Membranen im Advanced
Fluorescence Imager mithilfe der ChemoStarTS Software. Hierzu wurden Fotografien in
regelmafigen Zeitabstanden zwischen 30s und 5 min aufgenommen. Positive Signale
konnten durch Platzieren eines transparency overlay templates auf dem Bild identifiziert

werden. Die Referenzpaare wurden hierzu an die drei Ecken jedes Arrays ausgerichtet, wobei
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die Nummern auf der linken Seite platziert waren. Die anschlieBende Auswertung erfolgte
mithilfe des Dot Blot Analyzer der ImageJ 1.45 Software.

Die Zytokinanalyse im Nierengewebe wurde mit dem Bio-Plex Pro Mouse Cytokine 23-plex
Assay durchgefuhrt. Dieser Assay basiert auf magnetic beads. Hierbei wurde die Probe auf
farbkodierte beads gegeben, die mit spezifischen Antikérpern besetzt waren. Die Zytokine
banden an die entsprechenden Antikorper. Uber biotinylierte Antikorper erfolgte eine
Chemilumineszenz-Reaktion, bei der Phycoerythrin(PE)-konjugiertes Streptavidin band. Der
Bio-Plex Pro Mouse Cytokine 23-plex Assay wurde nach Herstellerangaben wie folgt
durchgefuhrt. Zur Vorbereitung wurden assay buffer, wash buffer und sample diluent bei
Raumtemperatur gelagert, alle anderen Reagenzien sowie die Proteinlysate auf Eis.
AnschlieRend wurden die Proben mit 0,5 % BSA in Bio-Plex sample diluent im Verhaltnis 1:2
auf eine Konzentration von 200 bis 900 ug/ml Protein verdiinnt. Zur Herstellung von 1x wash
buffer erfolgte eine Verdinnung von 60 ml 10x wash buffer im Verhéltnis 1:10
mit 540 ml Aqua dest. Standardlésungen von 500 ul wurden aus standard diluent hergestellt,
fur 5 s mit dem Schittler homogenisiert und anschlieBend fir 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Herstellung der Standardreihe nach Angabe des Herstellers. Als
nachstes wurden 575 pl 10x beads fir 30 s mit dem Schittler homogenisiert, mit 5175 pl assay
buffer auf eine 1x-Lésung verdinnt und anschliel3end dunkel gelagert. Zur Durchfiihrung des
Assays wurde die verdinnte beads-Losung erneut fur 10 bis 20s mit dem Schiittler
homogenisiert und dann je 50 pl in jedes Well der assay Platte pipettiert. Es folgten zwei
Waschschritte mit je 100 ul wash buffer. Die Proben und Standards wurden anschlieRend mit
dem Schittler homogenisiert und je 50 pl in jedes Well gegeben. Nach VerschlieRen der Platte
erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur mit 850 rpm fir 30 min. 300 pl 10x detection
antibodies wurden anschlieBend fiur 5 s mit dem Schittler homogenisiert und
mit 2700 pl detection antibodies diluent im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Die Platte wurde nach der
Inkubation dreimal mit 100 pl wash buffer gewaschen. Nach erneuter Homogenisierung der
verdinnten detection antibodies mit dem Schdttler wurden je 25 pl der Lésung in jedes Well
aufgetragen. Nach Abdichtung der Platte erfolgte eine nochmalige Inkubation bei
Raumtemperatur mit 850 rpm fiir 30 min. Das 100x SA-PE wurde anschlieend fiir 5 s mit dem
Schittler homogenisiert. Zur Herstellung einer 1x-Verdiinnung erfolgte die Mischung
von 60 pl 100x SA-PE und 5940 pl assay buffer. Die Losung wurde anschlielend dunkel
gelagert. Nach Inkubation der Platte folgte erneut ein dreimaliger Waschschritt mit
je 100 ul wash buffer. Anschliel3end wurde je 50 pl der verdiinnten SA-PE-L6sung in jedes
Well pipettiert. Es folgte eine Inkubation der Platte bei Raumtemperatur mit 850 rpm fir 10 min.
Ein dreimaliger Waschschritt mit je 100 pl wash buffer schloss sich an. Die beads wurden

daraufhin in 125 pl assay buffer suspendiert und die Platte fir 30 s mit 850 rpm inkubiert.
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AnschlieRend erfolgte die Messung mit dem Bio-Plex 200 array reader und der Bio-Plex

Manager Software.

3.6 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse wurden in drei unabhangigen Experimenten bestatigt. Die Datenverwaltung
erfolgte mit Microsoft Excel 2013, die statistische Auswertung wurde unter Verwendung der
GraphPad Prism Software sowie SPSS Statistics durchgefihrt. Die Daten wurden als
Mittelwerte angegeben. Fur die statistische Analyse wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (analysis of variance [ANOVA]) mit anschlieBendem Sidak Post-hoc-Test
durchgefuhrt. Fir die Auswertung des Gesundheitsstatus wurde eine zweifaktorielle ANOVA
gefolgt von Tukey's Post-hoc-Test angewendet. Die Uberlebenskurven wurden mithilfe des
Log-Rank-Tests analysiert. Alle p-Werte mit p < .05 (*), p < .01 (**), und p < .001 (***) wurden

als statistisch signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Generierung von Ybx14RosaCre. ynd Yhx1RosaCrek2A_Tigren

Um die Beteiligung des Kalteschockproteins YB-1 an den toxischen Effekten von LPS
aufzuklaren, wurden sowohl ein Ganzkdrper-Ybx1-KO- als auch ein fir YB-1
sekretionsdefizienter Mausstamm eingesetzt. Fiur den konditionalen Ganzkorper-Ybx1-KO
wurde ein Ybx1°Res2¢.Stamm verwendet. Hierfir wurden fir das Ybx1-Gen gefloxte
Tiere (Ybx1"™m% mit einer WTRS2ERT2C™_| inje gekreuzt. [89] Im Rahmen dieser Arbeit wurde
erstmalig ein fur YB-1 sekretionsdefizienter Mausstamm generiert. Hierzu wurde ein
konditionaler Ybx1R°s2ek?A_Stamm hergestellt, indem eine K2A-Ybx1"™*.|inie mit der
WTResaERT2Cre | inje verpaart wurde. Vor Induktion der Rekombinase durch Tamoxifen erfolgte
eine Genotypisierung der Mausstamme mittels PCR, um das Vorhandensein der gefloxten
Sequenzen und der Cre-Allele zu bestéatigen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Genotypisierung der Ybx12ResaCre. ynd Yhx1RosaCrek2A_Tigre, Die Abbildung zeigt die erwarteten
PCR-Produkte fir WT (Ybx1WT), Ybx1-KO (Yhx12RosaCre) ynd Ybx1-KI (Ybx1RosaCrekaAy (A) Die Ybx1-flox-Bande
korrespondiert zu 351 bp, die Ybx1-WT-Bande zu 240 bp. (B) Die K2A-Ybx1-flox-Bande stellt sich bei 444 bp dar,
die K2A-Ybx1-WT-Bande bei 326 bp. Somit ergibt sich ein homozygoter WT-Stamm bei Vorliegen einer WT-Bande,
ein homozygoter Ybx1-KO bzw. -KI bei Darstellung einer flox-Bande und eine Heterozygotie bei gleichzeitigem
Bestehen eines flox- und eines WT-Allels. (C) Die erwarteten Produkte der RosaERT2Cre WT-PCR zeigen fur das
WT-Allel eine Bande bei 270 bp. (D) Fur die RosaERT2Cre-PCR liegt die zu erwartende Bande bei 750 bp. Das
Vorliegen eines homo- oder heterozygoten Genotyps fiir das Cre-Allel ergibt sich aus der Zusammenschau der
beiden PCRs. Abkiirzungen: Ostrogenrezeptor T2 (ERT2); heterozygot (het); Knock-in (KI); Knock-out (KO);
Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).
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4.2 Induktion des Ybx1-Knock-outs durch Tamoxifen

Die Verabreichung von Tamoxifen erfolgte, um den KO in den Ybx1“R°s2“".Tieren zu
induzieren. Dieses fihrte zur Aktivierung des Cre-Enzyms, wodurch die Rekombination der
gefloxten Sequenzen eingeleitet wurde. Um den Erfolg des KOs zu bestatigen, wurde in allen
Mausstammen mittels Western Blot ein Proteinnachweis in Nieren-, Lungen- und
Lebergewebe durchgefiihrt (Abbildung 7). Die Analyse ergab, dass in den Ybx1-KO-Tieren
kein YB-1 exprimiert wurde. Im Gegensatz dazu wiesen WT- und Ybx1-KI-Tiere YB-1 in den

untersuchten Organen auf.
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Abbildung 7: Induktion des Ybx1-Knock-outs durch Tamoxifengabe bei Ybx12RosaCreTieren. In (A) Niere,
(B) Lunge und (C) Leber ist nach Induktion des Ybx1-KOs (Ybx124RosaCre) durch Tamoxifen kein YB-1 detektierbar.
Die WT(Ybx1"¥T)- und Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2A).Tiere hingegen exprimieren YB-1 in den untersuchten Organen.
Proteinlysate aus Nieren-(1,5 pg/ul), Lungen-(1,0 pug/ul) und Lebergewebe (1,0 pg/ul) wurden mittels Western Blot
aufgetrennt. Die Immundetektion erfolgte mit einem Anti-YB-1 (C-terminal)-Antikbrper. GAPDH diente als
Ladekontrolle [Niere (1,5 pg/pl), Lunge (1,5 pg/pl), Leber (1,0 pg/ul)]. Abkirzungen: Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH); Knock-in (KI); Knock-out (KO); Lipopolysaccharide (LPS); Wildtyp (WT); Y-box binding
protein-1 (YB-1, Ybx1) (eigene Darstellung).

Die Ergebnisse bestatigen, dass die Tamoxifen-Gabe erfolgreich einen KO des Ybx1-Gens in
den Ybx14R°s2¢"_Tieren induzierte. Die Gabe von LPS fiihrte zu keiner sichtbaren Veranderung

des YB-1-Proteingehalts in den Zelllysaten.
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4.3 Phanotypisierung des Yhx1Rosacrek2A_Mausstammes

Zur Untersuchung phanotypischer Unterschiede zwischen Ybx1-KI- und WT-Tieren wurden
Blutbild und Gewichtsentwicklung verglichen. Wie in Tabelle 3 dargestellt, wurden im Blutbild
keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und Ybx1-KI-Tieren festgestellt. In Bezug auf
die Gesamtzahl der Leukozyten sowie der Leukozyten-Subpopulationen (Lymphozyten und
neutrophile Granulozyten) zeigten sich keine Unterschiede. Auch der Vergleich von
Thrombozyten und Erythrozyten ergab keine signifikanten Abweichungen. Zudem unterschied
sich die Gewichtsentwicklung nicht zwischen WT- und Ybx1-KI-Tieren (Daten nicht gezeigt).

Ybx1WT (n = 18) Ybx1RosaCreK2A(n = 9)  p
Leukozyten (x109/1) 47 4,2 .886
Lymphozyten (%) 0,84 0,89 971
Neutrophile Granulozyten (%) 0,04 0,04 > .999
Thrombozyten (x109/1) 1157 1082 .994
Erythrozyten (x1012/I) 8,8 8,4 .990

Tabelle 3:  Phanotypisierung des Ybx1RosaCrek2A.Mausstammes hinsichtlich peripherem Blutbild. Die
Tabelle zeigt die absolute Anzahl an Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten sowie den prozentualen Anteil
der Leukozyten-Subpopulationen (Lymphozyten und neutrophile Granulozyten) bei WT(Ybx1¥T)- und
Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2A). Tieren aus einer Blutbildanalyse. Es wurden keine signifikanten Unterschiede
festgestellt (p > .05). Die Daten représentieren den Mittelwert. Abkiirzungen: Knock-in (KI); Wildtyp (WT); Y-box
binding protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Ybx1-KlI-Tiere hinsichtlich ihres peripheren Blutbildes

und ihrer Gewichtsentwicklung nicht von den WT-Tieren unterschieden.
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4.4 Einfluss der LPS-Applikation auf das Uberleben von Wildtyp-,
belARosaCre_ und YleRosaCreKzA_Tieren

Zur Untersuchung der Rolle von YB-1 im Verlauf einer systemischen Entzindungsreaktion
wurde den Versuchstieren LPS verabreicht. Die Analyse erfolgte durch das Erheben von
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir die verschiedenen Genotypen. Abbildung 8 zeigt die
Uberlebenskurven tber einen Zeitraum von 72 h. Nach LPS-Gabe (berlebten ca. 73 % der
Ybx1-KO-Tiere, die damit die hochste Uberlebensrate aufwiesen. Ybx1-Kl-Tiere hatten mit
ca. 7 % die niedrigste Uberlebenswahrscheinlichkeit. WT-Mause zeigten eine Uberlebensrate
von 40 %. Ein Versterben einzelner WT- und Ybx1-KI-Tiere nach LPS-Injektion trat friiher ein
als bei Ybx1-KO-Tieren. Das erste WT-Tier starb nach 16 h, das erste Ybx1-KI-Tier nach 30 h,
wahrend in der Ybx1-KO-Gruppe das erste Tier nach 40 h verstarb. Sowohl der Vergleich der
Uberlebenskurven der Ybx1-KO- und Ybx1-Kl-Tiere als auch das Gesamtergebnis der
Uberlebensanalyse ergaben statistisch  signifikante Unterschiede zwischen den
Genotypen (p =.001 bzw. p =.003).
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Abbildung 8: Uberlebenskurven nach LPS-Injektion bei den verschiedenen Genotypen.
Ybx1-KO(Ybx14RosaCre).Tiere  zeigen nach Verabreichung von LPS die hochste Uberlebensrate,
Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2A) Mause weisen die geringste Uberlebenswahrscheinlichkeit auf. Die Unterschiede zwischen
Ybx1-KO- und Ybx1-Kl-Tieren sowie das Gesamtergebnis der Uberlebensanalyse erreicht statistische
Signifikanz (p =.001 bzw. p=.003). Die Abbildung zeigt die Uberlebensanalyse nach i.p. Injektion
von 30 mg/kg KG LPS bei WT(Ybx1¥T)-, Ybx1-KO- und Ybx1-KI-Tieren bzw. von PBS in der Kontrollgruppe
innerhalb eines Zeitraums von 72 h. Abkirzungen: intraperitoneal (i. p.); Knock-in (KI); Knock-out (KO);

Lipopolysaccharide (LPS); phosphate-buffered saline (PBS); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene
Darstellung).

Parallel zur Uberlebensanalyse wurde der Gesundheitsstatus der Tiere regelmaRig bewertet.
Abbildung 9 zeigt die Veranderung des Gesundheitsstatus bei den verschiedenen Genotypen
nach der Verabreichung von LPS. Analog den Uberlebensdaten wiesen Ybx1-KO-Tiere nach
LPS-Gabe die hochsten Punktewerte auf, wahrend Tiere des Ybx1-KI-Stammes die

niedrigsten Werte erzielten. Unmittelbar nach LPS-Verabreichung zeigte sich bei allen Tieren
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ein beeintrachtigtes Verhalten. Nach 12 h erreichten WT- und Ybx1-KI-Tiere einen Punktewert
von etwa 5, wahrend Ybx1-KO-Tiere einen Wert von etwa 8 aufwiesen. Nach 36 h war die
Beeintrachtigung in der Gruppe der Ybx1-Kl-Tiere deutlicher ausgepréagt als bei WT- und
Ybx1-KO-Tieren. WT-Tiere wiesen nach 36 h einen Punktewert von etwa 5 und Ybx1-KO-
Tiere von etwa 4 auf, wahrend Ybx1-KI-Mausen auf einen Wert von 1 Punkt absanken. Zum
Ende des Experiments verbesserte sich der Gesundheitsstatus der Ybx1-KO-Tiere.
Nach 72 h lag ihr Punktewert bei etwa 5, wahrend WT-Tiere einen Wert von etwa 4 erreichten.
In der Gruppe der Ybx1-KI-Tiere reduzierte sich der Punktewert bis zum Versuchsende auf 0.
Die Unterschiede in der Gesundheitsbewertung zwischen WT- und Ybx1-KI-Tieren sowie
zwischen Ybx1-KO- und Ybx1-KI-Tieren waren statistisch signifikant (p = .005 bzw. p =.015).
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Abbildung 9: Verédnderung des Gesundheitsstatus im Rahmen des LPS-Toxizitdtsmodells. Nach LPS-Gabe
kann bei allen Genotypen eine Beeintrachtigung des Gesundheitsstatus festgestellt werden. Wéhrend sich
Yhx1-KO(Ybx12RosaCre).Tiere zum Ende des Experiments erholen, verschlechtert sich der Gesundheitsstatus der
Ybx1-KI(Yhx1Rosacrek2A)_Tiere bis 36 h nach LPS-Gabe und verbleibt auf niedrigem Niveau. Die Unterschiede
zwischen WT(Ybx1WT)- und Ybx1-KI-Tieren sowie zwischen Ybx1-KO- und Ybx1-KI-Tieren erreichen statistische
Signifikanz (p = .005 bzw. p =.015). Die Abbildung zeigt den Gesundheitsstatus nach i.p. Injektion
von 30 mg/kg KG LPS bei WT-, Ybx1-KO- und Ybx1-KI-Tieren bzw. PBS in der Kontrollgruppe Uber 72 h. Die
Bewertung erfolgte in regelméaRigen Abstanden anhand des Verhaltens der Tiere mit einer maximalen Punktzahl
von 12. Verstorbene Tiere wurden mit O Punkten bewertet. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + SD.
Abkiirzungen: intraperitoneal (i. p.); Knock-in (KI); Knock-out (KO); Lipopolysaccharide (LPS); phosphate-buffered
saline (PBS); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).

Die Ergebnisse der Uberlebensanalyse zeigen, dass der Ybx1-KO im Rahmen des LPS-
induzierten Entziindungsmodells mit einer erhéhten Uberlebenswahrscheinlichkeit sowie
einem besseren Gesundheitsstatus zum Ende des Beobachtungszeitraums assoziiert war. Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei Ybx1-Kl-Tieren eine reduzierte Uberlebensrate und eine

ausgepragte Beeintrachtigung als Reaktion auf die LPS-Applikation.
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4.5 Testung auf das inflammatorische Milieu in den Tierstammen nach
LPS-Applikation

Bei der Freisetzung von Endotoxinen kommt es zu einer Stimulation des Immunsystems,
wobei systemische Spiegel fir Entzindungsmediatoren ansteigen. Diese férdern die
Rekrutierung von Immunzellen ins periphere Gewebe. Die Gewebszellen induzieren
anschlieBend selbst eine Entziindungsreaktion, welche mit einer gesteigerten
Zytokinproduktion im Gewebe einhergeht. [3]

Zundchst wurde untersucht, ob der Ybx1-KO bzw. der Ybx1-KI im LPS-vermittelten
Entziindungsprozess die Zytokinproduktion im Plasma beeinflusst. Hierzu wurden mithilfe
eines Assays 111 Zytokine im Plasma quantifiziert.

Die Analyse ergab, dass in Ybx1-KO-Tieren nach LPS-Injektion im Vergleich zu
WT-Tieren 79 Zytokine herunterreguliert, 25 hochreguliert und 7 Zytokine nicht reguliert
waren (Abbildung 10). Insbesondere die Zytokine, welche fir eine pro-inflammatorische
Reaktion verantwortlich sind, zeigten sich vermindert exprimiert, wie zum Beispiel IL-1q,
IL-12 p40 und IL-23. Diese sind bekanntermal3en an der Aktivierung von T-Zellen beteiligt.
Auch IL-6, das die Differenzierung von B-Zellen zu reifen Plasmazellen sowie die Aktivierung
und Differenzierung von T-Zellen férdert, war in der Konzentration verringert. Ebenfalls zeigte
sich eine abgeschwachte Produktion von Akute-Phase-Proteinen, wie C-reaktivem Protein und
Komplement Faktor D, sowie zahlreicher Chemokine. Zudem war die Menge der Proteine
intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) und
E-Selektin, welche die Zelladhasion von Leukozyten férdern, geringer. Die Gene Ontology
Analyse detektierte in Ybx1-KO-Tieren Zytokine hochreguliert, die an der Zellproliferation
beteiligt sind, u. a. epidermal growth factor (EGF), fibroblast growth factor (FGF) und vascular
endothelial growth factor (VEGF). [102]
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Abbildung 10: Regulation der zirkulierenden Zytokinspiegel bei Ybx14RosaCre.Tieren nach Gabe von LPS.

Bei Ybx1-KO(Ybx14RosaCre)-Tieren zeigen sich im Plasma im Vergleich zu WT(Ybx1WT)-Tieren nach LPS-Gabe die
meisten Zytokine herunterreguliert. Hochreguliert sind im Ybx1-KO Zytokine, welche der Zellproliferation dienen.
Die Abbildung zeigt die Regulation von 111 Zytokinen im Vergleich zwischen Ybx1-KO- und WT-Tieren. Rot
hinterlegt sind hochregulierte Zytokine, blau herunterregulierte und weil3 zeigt keine Veradnderung der
Zytokinspiegel an. Die Zytokine sind jeweils nach Intensitat sortiert. Mittels Gene Ontology erfolgte eine Analyse
der biologischen Funktionen der jeweiligen Zytokingruppe. Das Violindiagramm stellt das Ergebnis graphisch dar.
Die Analyse erfolgte 30 h nach LPS-Gabe (30 mg/kg KG) mittels Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Array aus
Plasmaproben (n = 1-3). Abkirzungen: Knock-out (KO); Lipopolysaccharide (LPS); Wildtyp (WT); Y-box binding

protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).
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Ybx1-KlI-Tiere zeigten im Vergleich zu Ybx1-KO-Tieren nach LPS-Gabe 87 Zytokine
hochreguliert, 9 Zytokine herunterreguliert und 15 Zytokine nicht reguliert (Abbildung 11). Die
Gene Ontology Analyse detektierte hier, dass Zytokine der inflammatorische Reaktion, der
Zellmigration und Zellkommunikation hochreguliert waren. Herunterreguliert waren Zytokine,
welche u. a. in Prozessen des Fett-, Zuckerstoffwechsels und allergischer Erkrankungen

involviert sind.
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Abbildung 11: Hochregulation inflammatorischer Zytokine bei Ybx1RosaCrek2A.Tigren nach LPS-Gabe.
Bei Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2A4) Tieren zeigt sich im Plasma im Vergleich zum Ybx1-KO (Ybx12RosaCre) nach Gabe von
LPS eine Hochregulation vieler Zytokine. Diese weisen insbesondere eine pro-inflammatorische Funktion auf.
Herunterreguliert sind Zytokine, welche in Stoffwechselprozesse eingebunden sind. Die Abbildung zeigt die
Regulation von 111 Zytokinen verglichen zwischen Ybx1-KI- und Ybx1-KO-Tieren. Rot hinterlegt sind
hochregulierte Zytokine, blau herunterregulierte und weil3 zeigt keine Veranderung der Zytokinspiegel an. Die
Zytokine sind jeweils nach Intensitat sortiert. Mittels Gene Ontology erfolgte eine Analyse der biologischen
Funktionen der jeweiligen Zytokingruppe. Das Violindiagramm stellt das Ergebnis graphisch dar. Die Analyse
erfolgte 30 h nach LPS-Gabe (30 mg/kg KG) mittels Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Array aus
Plasmaproben (n = 1-3). Abkurzungen: Knock-in (KI); Knock-out (KO); Lipopolysaccharide (LPS); Y-box binding
protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).
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IL-6 wurde als inflammatorisches Zytokin genauer analysiert. Nach LPS-Gabe war der
IL-6-Spiegel im Plasma bei allen Genotypen signifikant erhoht (p <.001) (Abbildung 12A). Im
Ybx1-KO konnte im Rahmen des systemischen Entzindungsgeschehens gegenuber WT-
Tieren ein trendmafig und gegenuber Ybx1-Kl-Tieren ein signifikant verminderter IL-6-Gehalt
festgestellt werden (p = .020).

Weiterhin wurde der Zytokingehalt von IL-6 im Nierengewebe untersucht (Abbildung 12B). Hier
zeigte sich die IL-6-Konzentration bei WT- und Ybx1-Kl-Tieren nach LPS-Gabe ebenso
signifikant gesteigert im Vergleich zur Kontrollgruppe (p =.032 bzw. p =.025). In Ybx1-KO-
Tieren war nach Gabe von LPS kein Anstieg der IL-6-Konzentration im Nierengewebe
detektierbar.
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Abbildung 12: Quantifizierung von IL-6 bei Ybx14RosaCre. ynd Ybx1RosaCrek2A_Tieren nach LPS-Gabe in
Plasmaproben und Nierenlysaten. (A) IL-6 kann nach LPS-Gabe bei allen Genotypen in signifikant héheren
Konzentrationen im Plasma nachgewiesen werden (p < .001). Im Ybx1-KO (Ybx14RosaCre) ist der IL-6-Gehalt
gegenuiber dem Ybx1-KI (Ybx1RosaCrek2A) signifikant geringer (p =.020). (B) IL-6 steigt im Nierengewebe bei
WT(Ybx1WT)- und Ybx1-KI-Tieren nach LPS-Gabe signifikant an (p =.032 bzw. p = .025). Ybx1-KO-Tiere weisen
nach LPS-Exposition keine Veranderung des IL-6-Gehalts auf. Die Graphen stellen die Quantifizierung des
Zytokingehalts im Plasma sowie im Nierengewebe 30 h nach LPS- bzw. PBS-Gabe (30 mg/kg KG) dar. Die Analyse
im Plasma erfolgte mittels Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Array, die Analyse im Nierengewebe mittels
Bio-Plex Pro Mouse Cytokine 23-plex Assay aus Proteinlysaten. In den Plasma-Analysen ist die mean pixel density
dargestellt, in der Gewebe-Analyse die Zytokinkonzentration. Die rote Linie reprasentiert den Mittelwert, *p < .05,
**p < .001. Abkilrzungen: Interleukin-6 (IL-6); Knock-in (KI); Knock-out (KO); Lipopolysaccharide (LPS);
phosphate-buffered saline (PBS); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).

Fur YB-1 sind regulierende Funktionen im Sinne eines Transkriptionsfaktors beschrieben. Im
Zellkern  bindet YB-1 direkt an DNA oder interagiert —mit anderen
Transkriptionsfaktoren. [49, 54] Um die molekularen Mechanismen zu untersuchen, die zu den
unterschiedlichen Zytokinspiegeln der Mausstdmme fiihrten, erfolgte im nachsten Schritt die
Quantifizierung der IL-6-Transkripte mittels PCR. Abbildung 13 zeigt die Transkriptzahlen von
IL-6 im Nierengewebe. Bei WT- und Ybx1-KI-Tieren konnte unter dem Einfluss von LPS eine
signifikant hohere Zahl an Transkripten nachgewiesen werden (p <.001 bzw. p =.007). Im

Ybx1-KO wurde nach LPS-Injektion dagegen keine signifikante Anderung der Transkriptzahl
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festgestellt. Die Transkriptzahl war nach LPS-Gabe bei Ybx1-KO-Tieren im Vergleich zu WT-

Tieren signifikant geringer (p < .01), gegenltber dem Ybx1-KI war sie trendmaf3ig geringer.
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Abbildung 13: IL-6-Transkripte bei den verschiedenen Genotypen nach LPS-Exposition. (A) Bei

WT(Ybx1WT)- und Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2A)Tieren kann nach LPS-Gabe eine signifikant hohere Transkript-Menge
an IL-6 festgestellt werden (p <.001 bzw. p =.007). Der mRNA-Gehalt ist unter dem Einfluss von LPS bei
Ybx1-KO(Ybx14RosaCre).Tieren gegenuber WT-Tieren signifikant (p <.01) und gegentber Ybx1-KI-Tieren
trendmafig vermindert. Die PCR amplifiziert die mRNA-Menge von IL-6 30 h nach LPS- bzw. PBS-
Injektion (30 mg/kg KG) in der Niere. B-Aktin dient als Ladekontrolle. (B) Das Diagramm stellt die relative Anderung
(fold change) der Banden-Intensitat gegeniber 3-Aktin quantifiziert dar. Die rote Linie reprasentiert den Mittelwert,
**p < .01, ***p < .001. Abklrzungen: Interleukin-6 (IL-6); Knock-in (KI); Knock-out (KO); Lipopolysaccharide (LPS);
phosphate-buffered saline (PBS); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).

Die Analyse der IL-6-Transkripte bestatigte die zuvor im Plasma und Gewebe beobachteten
Veranderungen der Zytokinspiegel. Wahrend die Verabreichung von LPS bei WT- und
Ybx1-KlI-Tieren zu einer signifikanten Steigerung von IL-6 fihrte, konnte diese im Ybx1-KO

nicht festgestellt werden.
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4.6 Nachweis der Gerinnungsaktivierung nach LPS-Applikation

Bei einer Sepsis wird das Gerinnungssystem aktiviert, was zur Bildung von Mikrothromben
fuhrt. Dies geht mit einem Verbrauch von Thrombozyten einher. Daher kann die
Thrombozytenzahl als indirekter Marker fir die Aktivierung der Gerinnungskaskade betrachtet
werden. [3]

Um den Einfluss von YB-1 auf den Gerinnungsprozess im Rahmen der LPS-vermittelten
systemischen Entziindung Zu Uberprufen, wurde die Thrombozytenzahl
bestimmt (Abbildung 14). Hierzu erfolgte nach Verabreichung von LPS eine Blutbildanalyse
der Tiere. Die Analyse ergab, dass LPS in allen Mausstammen eine signifikante Abnahme der
Thrombozytenzahl verursachte (p < .001). Zwischen den einzelnen Genotypen bestand kein
Unterschied.
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Abbildung 14: Quantifizierung der Thrombozytenzahl zur Abschéatzung einer systemischen Aktivierung

des Gerinnungssystems nach LPS-Applikation. Nach LPS-Applikation fallen in allen Genotypen die
Thrombozytenzahlen deutlich ab (p <.001). Das Diagramm zeigt die absolute Zahl an Thrombozyten bei
WT(Ybx1IWT)-, Ybx1-KO(Ybx14RosaCre). ynd Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2A).Tieren 30 h nach LPS- bzw. PBS-
Gabe (30 mg/kg KG). Die Werte wurden mittels Coulter Counter bei der Blutbildanalyse gewonnen. Die rote Linie
repréasentiert den Mittelwert (n=5-18), ***p<.001. Abklrzungen: Knock-in (KI); Knock-out (KO);
Lipopolysaccharide (LPS); phosphate-buffered saline (PBS); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene
Darstellung).

Zentraler Bestandteil eines Thrombus ist Fibrin, das durch Proteolyse aus der Vorstufe
Fibrinogen entsteht. Fibrinogen gilt als Risikofaktor und Modulator entziindlicher Prozesse und
wird zudem als Akute-Phase-Protein freigesetzt. [103, 104] Daher eignet sich Fibrinogen als
Marker zur Bewertung des Gewebeschadens. Um den Einfluss von YB-1 auf diese
Schadigungsprozesse zu untersuchen, wurde eine immunhistochemische Farbung von
Fibrinogen in verschiedenen Organen durchgefihrt.

Abbildung 15 zeigt das Ergebnis der immunhistochemischen Farbung von Fibrinogen in der
Niere. Nach LPS-Behandlung wurde bei Ybx1-KI-Tieren eine ausgepragte
Fibrinogenablagerung festgestellt. WT- und Ybx1-KO-Tiere wiesen dagegen geringere
Mengen an Fibrinogen auf. Unter der Gabe von PBS konnte kein Fibrinogen detektiert

werden (Abbildung 20, Anhang).
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Abbildung 15: Fibrinogenablagerung in den NierengefaRen nach LPS-Gabe. Der Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2Ay.
Stamm weist nach LPS-Gabe in der Niere eine starkere Fibrinogenablagerung auf als der WT(Ybx1¥T)- und
Yhx1-KO(Ybx12RosaCre).Stamm. Die Abbildung zeigt reprasentative Bildausschnitte einer immunhistochemischen
Farbung mit einem Fibrinogen y (C20)-Antikdrper 30 h nach LPS-Behandlung (30 mg/kg KG) in der Niere. Der
Mafstabsbalken entspricht 50 pm (Mitte) bzw. 25 pm (rechts). Abkirzungen: Knock-in (Kl); Knock-out (KO);
Lipopolysaccharide (LPS); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).
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In der Lunge zeigte sich nach Applikation von LPS bei Ybx1-KI-Tieren die starkste Ablagerung
von Fibrinogen, wahrend sie bei WT- und Ybx1-KO-Tieren schwacher ausgepragt
war (Abbildung 16). Unter der Gabe von PBS zeigte sich kein
Fibrinogen (Abbildung 21, Anhang).

Ybx1WT

Ybx14RosaCre

Ybx 1RosaCreK2A

LPS

Abbildung 16: Fibrinogenablagerung im LPS-Toxizitatsmodell in der Lunge. Der Ybx1-KI(Yhx1RosaCrek2A)_
Stamm weist nach LPS-Gabe die meisten Fibrinogenablagerungen auf. Im WT (Ybx1"WT) und
Ybx1-KO (Ybx124RosaCrey st das detektierte Fibrinogen geringer. Die Abbildung zeigt reprasentative Bildausschnitte
einer immunhistochemischen Farbung mit einem Fibrinogen y (C20)-Antikdrper in der Lunge 30 h nach
LPS-Applikation (30 mg/kg KG). Der Mafstabsbalken entspricht 50 um (Mitte) bzw. 25 pum (rechts).
Abkirzungen: Knock-in  (KI); Knock-out (KO); Lipopolysaccharide (LPS); Wildtyp (WT); Y-box binding
protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).
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4.7 Analyse der durch LPS beeinflussten Organschadigung

Zur Bewertung entziindungsbedingter Organschaden wurden Gewebeproben histologisch
untersucht. Hierzu wurde eine HE-Farbung durchgefuhrt. Der Organschaden wurde anhand
spezifischer Schadigungsmerkmale, wie in Kapitel 3.4.4 beschrieben, bewertet.

Abbildung 17 zeigt die histologischen Veranderungen im Nierenkortex unter dem Einfluss von
LPS. In durch LPS geschadigten Nieren fanden sich dilatierte Tubuluslumina,
Tubuluszellnekrosen mit abgeflachten, vakuolisierten Epithelien sowie ein interstitielles Odem
mit Immunzellinfiltration. Bei WT- und Ybx1-KI-Tieren konnte nach der Behandlung mit LPS
ein deutlicher Organschaden beobachtet werden. Ybx1-KO-Tiere wiesen im Rahmen des

LPS-Toxizitatsmodells dagegen keine sichtbare Organschadigung auf.

Niere

Ybx1ARosaCre Ybx1WT

be1RosaC‘raK2A

PBS LPS

Abbildung 17: Nierenschadigung unter dem Einfluss von LPS. WT(Ybx1¥T)- und Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2A).
Tiere weisen nach LPS-Behandlung im Gegensatz zu Ybx1-KO(Ybx12RosaCre).Tieren eine deutliche Schadigung der
Niere auf. Die Abbildung zeigt représentative Bildausschnitte des Nierenkortex 30 h nach LPS- bzw.
PBS-Behandlung (30 mg/kg KG) in einer HE-Farbung. Der Malstabsbalken entspricht 50 pm.
Abkirzungen: Hamatoxylin-Eosin (HE); Knock-in (KI); Knock-out (KO); Lipopolysaccharide (LPS); phosphate-
buffered saline (PBS); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).
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Abbildung 18 zeigt die durch LPS vermittelten histologischen Veranderungen des
Lungengewebes. Es zeigte sich ein fibrinreiches interstitielles Lungenddem mit Atelektasen,
eine verbreiterte Alveolarmembran und eine alveolare Infiltration von Entziindungszellen.
Hierbei fuhrte die Verabreichung von LPS bei WT- und Ybx1-KI-Tieren zu einer deutlichen
Organschadigung, wahrend bei Ybx1-KO-Tieren keine Veranderung festgestellt werden

konnte.

Ybx1WT

Ybx 1ARosaCre
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Abbildung 18: Lungenschaden im Rahmen der LPS-Toxizitat. Nach der Behandlung mit LPS zeigt sich bei
WT(YbxIWT)- und Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2A).Tieren eine deutliche Schadigung des Lungengewebes. Im
Ybx1-KO (Ybx12RosaCrey  kann keine Veranderung des Gewebes gesehen werden. Die Abbildung stellt
reprasentative Bildausschnitte 30 h nach LPS- bzw. PBS-Behandlung (30 mg/kg KG) in der HE-Farbung dar. Der
Mafstabsbalken entspricht 50 um. Abkurzungen: Hamatoxylin-Eosin (HE); Knock-in (KI); Knock-out (KO);
Lipopolysaccharide (LPS); phosphate-buffered saline (PBS); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene
Darstellung).
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4.8 Schematische Darstellung der Rolle von YB-1 im LPS-induzierten
Entziindungsgeschehen

im Kontext des LPS-induzierten systemischen

Abbildung 19 fasst die Ergebnisse

Entziindungsprozesses zusammen.

Jg|njj@zenxa pun -enul 1si T-gA ‘uoneyiddy

"([os] '1e 18 8ki4 ‘[SOT] [e 10 eURY ‘Bun|@isieq auabie) (T-gA) T-utlold Bulpulg xog-A (d1L) v J01dazay
-I-)loL {(d) reydsoyd {(SdT) epueyossesAjododi (oY) A199y uabunzimyqy “pAMm BonJipislun abamjeulis Jayosuorewwejjuli-oid BuniaiAy
2I2UBM BUIS Y2INPOM ‘pHTL Ue INauld 1apuiq T-gA SaUaIaiyaS wnelen|jazesxg usp ul T-gA UOA UONBIY8S Japuagalyosue Jw Buniayfiooy
INz sa Jwwoy wapnz auabjaiz Jayosiiorewwreul-oid uonduysuel] alp 1UapIQ) pun uoissaldxg auabia aip T-gA HAIAIE UIaY||9Z W] "ulay||9Z uap ul
uaizojsue; pun ualAioydsoyd yaibjo) pam T-gA salen||azenu] ‘yd11 ue Sd719pulq sassazoldsbunpunziug uayodsiwaisAs sap uawyey wj Jwwayab
abampeubis ayosiiorewwreul-oid uspiam YainplaiH "v47L Ue 1apulq T-gA Sale|njjozenx3 ewse|doiAz wi Yyois 1opuyaq T-gA Salejn|jozeliu] ‘uaisifeqo|

2

abam|eubig

ayosuojewIwejul
-oad

mEmm_aogN/

Sd1 yoeu us|j@powsll uap ul assiugabig 1ep Bun|@isie@ ayosiewWayIS 6T Bunpgqy

-oud

¥ abamjeubig
ayosiiojewwejul

‘ ewse|dojfz J
obomeubis g o

ayosiiojewwejul
-oud

Sd1

uoipeay uayosuojewwiejjui-oid Jop Bunsopny A uoipeay usyosuojewweui-oid jap Bunsg|sny _

54



5 Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse

Diese Arbeit untersucht die komplexen Mechanismen, durch die YB-1 an der Pathophysiologie
der Sepsis beteiligt ist. Der Einfluss von YB-1 auf die systemische Entziindung wurde in einem
in vivo-LPS-Toxizitatsmodell untersucht, wobei sowohl ein vollstéandiger Verlust von YB-1 als
auch eine Sekretionsdefizienz betrachtet wurden.

Die Ergebnisse zeigen, dass Ybx1-KO-Tiere eine reduzierte Entziindungsreaktion und eine
erhohte Uberlebensrate aufweisen. Die hohe Uberlebensrate der Ybx1-KO-Tiere belegt, dass
der vollstandige Verlust von YB-1 die LPS-vermittelte Entziindungsreaktion einschrank.

Im Gegensatz dazu verstarkt eine Sekretionsdefizienz von YB-1 die inflammatorische
Reaktion erheblich und fiihrt zu einer erhdhten Sterblichkeit der Mause. Dieses Ergebnis kann
so interpretiert werden, dass extrazellulares YB-1 wohl protektive Funktionen in dem LPS-
Toxizitatsmodell einnimmt. Dies koénnte Uber die extrazellulare Hemmung der TLRA4-
Signalkaskade wahrend der Auflésung der Entziindungsreaktion erfolgen. Der Verlust dieser
hemmenden Funktion kénnte zu einer starkeren TLR4-Aktivierung durch LPS fiihren.

Eine kirzlich veroffentlichte Studie in Kooperation mit der AG Isermann bestétigte erstmals
mechanistisch und funktionell die protektive Funktion von extrazellularem YB-1. [105] Dabei
wurde gezeigt, dass von Podozyten sekretiertes YB-1 die TLR4-Signalkaskade in
Tubuluszellen hemmt, wodurch die Aktivierung von NF-kB verhindert und sterile
Entziindungen in der Niere reduziert werden. Eine Stérung dieses YB-1-vermittelten Signals,
etwa durch Schadigung der Podozyten mit folglich verminderter YB-1-Sekretion, flhrt zu einer
verstarken TLR4-vermittelten Entzindungsreaktion. Diese Ergebnisse verdeutlichen die
komplexe und kontextabh&ngige Rolle von YB-1 in der Regulation entziindlicher Vorgange in
der Niere.

In Zusammenschau mit den Ergebnissen dieser Arbeit kann die initial formulierte Hypothese
bestétigt werden: YB-1 beeinflusst den systemischen Prozess der Entziindung im Rahmen der
Immunantwort auf LPS je nach subzelluléarer Lokalisation in unterschiedlicher Weise. Wahrend
intrazellulares YB-1 pro-inflammatorische Prozesse fordert, agiert extrazellulares YB-1 als

zentraler anti-inflammatorischer Regulator, der die TLR4-abhangige Inflammation begrenzt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Zytokinexpression, zur Aktivierung des

Gerinnungssystems und die organspezifischen Schaden diskutiert:

YB-1in der Regulation der LPS-vermittelten Zytokinexpression. Die Bindung von LPS an
Zellrezeptoren aktiviert Signalwege, die zur Zytokinexpression fuihren. [3] Es wurde gezeigt,
dass die LPS-Gabe bei WT-Tieren sowohl im Plasma als auch in der Niere einen Anstieg der
Zytokinspiegel bewirkte (Abbildung 10, 12, 13). Alves et al. wiesen bei WT-Mausen 24 h nach
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i. p. Injektion von LPS (20 mg/kg KG) ebenso eine erhdhte Expression der induzierbaren
Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS), des monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), TNF-a und
des C-C chemokine receptor type 2 (CCR2) im Lungengewebe nach. [106] Li et al. konnten
im Plasma bei WT-Tieren bereits 1,5 und 3 h nach i. p. Verabreichung von LPS (27 mg/kg KG)
erhohte Zytokinspiegel an TNF-a, IL-6 und IL-10 messen. [98]

In den Analysen wurden bei Ybx1-KO-Tieren unter dem Einfluss von LPS geringere
Zytokinkonzentrationen als bei WT-Tieren gemessen (Abbildung 10, 12, 13). In anderen
Arbeiten wurden im Ybx1-KO im Rahmen von Entziindungsreaktionen ebenso geringere
Zytokinspiegel beobachtet. Hanssen et al. konnten bereits 6 h nach i. p. Injektion von
LPS (1,5 mg/kg KG) in der Peritoneallavage von heterozygoten Ybx1-KO-Tieren einen
reduzierten Zytokingehalt an IL-6, IL-17, des C-C chemokine ligand(CCL)2 und CCL5
messen. [86] Haberer et al. wiesen bei homozygoten Ybx1-KO-Tieren 6 Tage nach Induktion
einer tubulointerstitiellen Nephritis eine verringerte Expression der Zytokine CCL5 und MCP-1
in der Niere nach. [84] Die verringerte Zytokinfreisetzung in Ybx1-KO-Tieren spricht fir eine
abgeschwachte inflammatorische Reaktion.

Ybx1-KI-Tiere wiesen nach der Gabe von LPS im Vergleich zu Ybx1-KO-Tieren eine
Hochregulation von Zytokinen der inflammatorischen Reaktion, der Zellmigration und
Zellkommunikation auf (Abbildung 11, 12, 13). Die Abwesenheit von sekretiertem YB-1 geht
mit einer verstarkten Entziindungsreaktion einher.

Hieraus kann gefolgert werden, dass der inflammatorische Prozess im Rahmen des LPS-
Toxizitatsmodells madglicherweise durch intrazellulares YB-1 initiiert wird, wahrend
extrazellulares YB-1 eine begrenzende Rolle im weiteren Verlauf der Entziindungsreaktion

spielen kénnte.

YB-1 als Modulator der LPS-induzierten Mikrothrombenbildung. Bei Sepsis-Patienten
lasst sich eine DIC nachweisen, die durch die Bildung von Mikrothromben mit dem Verbrauch
von Gerinnungsfaktoren, u. a. Thrombozyten, gekennzeichnet ist. [3] Nach LPS-
Verabreichung sank die Thrombozytenzahl bei allen Versuchstieren signifikant
ab (Abbildung 14). de Padua Lucio et al. konnten diese Beobachtung bereits 24 h nach
i. p. Injektion von LPS (10 mg/kg KG) bestatigen. [107] In der vorliegenden Arbeit wurde kein
Unterschied zwischen den einzelnen Genotypen nachgewiesen.
Dennoch konnte ein Einfluss von YB-1 auf die Bildung von Thromben im Rahmen der LPS-
Toxizitat nachgewiesen werden. Die Verabreichung von LPS fuhrte bei den WT-Tieren zu
einer Gerinnselbildung in den kleinen tubulointerstitiellen Gefal3en der Niere sowie den
Gefal3en der Lunge, was als Fibrinogenablagerungen in der Immunhistochemie sichtbar
wurde (Abbildung 15, 16). Bhan et al. konnten im LPS-Sepsis-Modell (36,7 mg/kg KG) bei WT-
Tieren ebenso erhohte Transkript-Mengen an Fibrinogen in der Niere feststellen. Daruber
hinaus wiesen sie auch im Blinddarmligatur und -punktions(cecal ligation and puncture[CLP])-
56



Modell eine gesteigerte Menge an Fibrinogen-mRNA im Mesenterium sowie in der Niere und
Lunge nach. [104] In dieser Arbeit zeigten Ybx1-KI-Tiere eine starkere Fibrinogenablagerung
in Niere und Lunge als WT- und Ybx1-KO-Tiere (Abbildung 15, 16). Die starkeren
Fibrinogenablagerungen in Niere und Lunge bei Ybx1-KI-Tieren sprechen fir eine Beteiligung
von intrazellularem YB-1 an der Aktivierung des Gerinnungssystems, wéhrend extrazellulares

YB-1 mdglicherweise eine schitzende Funktion hat.

YB-1 in der Vermittlung von LPS ausgeldsten Organschaden. Nach der Verabreichung
von LPS zeigten WT-Tiere Gewebeschaden in Niere und Lunge (Abbildung 17, 18). Hung et
al. wiesen bereits 20 h nach i. p. Injektion von LPS (50 mg/kg KG) Gewebeschaden in Niere
und Lunge nach. [100] Nietal. konnten dies im gleichen Versuchsaufbau mit einer
i. p. Injektion von nur 10 mg/kg KG LPS ebenso belegen. [101]

In der vorliegenden Arbeit wurde im Ybx1-KO in Niere und Lunge im Gegensatz zu WT-Tieren
nach LPS-Gabe kein sichtbarer Organschaden festgestellt (Abbildung 17, 18). Hanssen et al.
zeigten 6 h nach i. p. Injektion von LPS (1,5 mg/kg KG) in der Niere von heterozygoten
Ybx1-KO-Tieren reduzierte Transkript-Mengen des kidney injury molecule-1 (KIM-1) als
tubularer Schadigungsmarker. [86] Wang et al. konnten ebenso bei heterozygoten YB-1-
defizienten Tieren 5 Tage nach unilateraler Ureterobstruktion eine verminderte
Nierenschadigung in der Histologie nachweisen. [108] H&berer stellte bei homozygoten
Ybx1-KO-Tieren 6 Tage nach unilateraler Ureterobstruktion eine verringerte KIM-1-Expression
fest. [84] Unsere Ergebnisse belegen, dass der Verlust von YB-1 Nieren- und Lungenschaden
im LPS-Toxizitatsmodell reduziert.

Auf der anderen Seite legen die Ergebnisse der Ybx1-KI-Tiere nahe, dass extrazellulares YB-1
maoglicherweise eine protektive Wirkung hat, da in diesen Tieren eine starkere Auspragung der
Organschaden und ein Anstieg der Zytokinspiegel beobachtet wurden (Abbildung 11, 12,
13, 17, 18). Umgekehrt konnten die Daten auf eine Funktion von intrazellularem YB-1
hindeuten, die mit einer Beteiligung an Entziindungsreaktionen in den verschiedenen Organen

assoziiert sein kdnnte.

Zusammenfassend zeigt sich eine komplexe, duale Rolle von YB-1 in der Regulation von
Entziindungsreaktionen. Sowohl férdernde als auch hemmende Funktionen in der Vermittlung
von Entzuindungsreaktionen werden durch YB-1 vermittelt. Diese Erkenntnisse unterstreichen
die Bedeutung einer gezielten Intervention, bei der bevorzugt intrazellulares YB-1 modifiziert

werden sollte.
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5.2 Limitationen

Eine Einschrénkung dieser Studie liegt in der Wahl des Sepsis-Modells. Die Induktion des
Toxizitatsmodells erfolgte durch die Verabreichung von LPS. Das in der Membran von
gramnegativen Bakterien enthaltene LPS fihrt zu einer spezifischen Aktivierung von TLR4,
der die inflammatorische Reaktion Uber spezifische Signalkaskaden vermittelt und zu einem
schnellen und hohen Anstieg von Zytokinspiegeln im Blut fiihrt. [3, 21, 29] Beim Menschen
kommt es wahrend der Sepsis durch eine groRere Bandbreite an Pathogenen zu einer
Aktivierung variabler Rezeptoren. [109] Diese fihren zu einer Induktion verschiedener
Signalwege. Daher lassen sich die Ergebnisse nicht vollstandig auf die in vivo-Situation des
Menschen Ubertragen, insbesondere wenn andere Pathogene beteiligt sind. [110, 111]
Zukunftige Untersuchungen im Mausmodell kénnten mit anderen Pathogenen als Ausloser
einer Sepsis erfolgen, z. B. durch Verabreichung von lebenden Bakterien anstelle von LPS.
Ein alternatives Modell zur Induktion einer polymikrobiellen Sepsis ist das CLP-Sepsis-Modell,
das einen Darmverschluss mit Perforation simuliert. [112]

Ein weiterer kritischer Aspekt, der in zukinftigen Studien berticksichtigt werden sollte, ist die
Geschlechtsspezifitdt. Geschlechtsspezifische Unterschiede beeinflussen die Inzidenz, den
Verlauf und die Immunantwort bei Sepsis. Mannliche und weibliche Individuen kénnen
unterschiedliche Reaktionen auf Infektionen und Entziindungsprozesse zeigen, was
maoglicherweise auf Unterschiede in der Hormonproduktion, der Genexpression und der
Immunregulation zuriickzufiihren ist. [113] In der vorliegenden Arbeit wurde bei den Tieren
nicht zwischen den Geschlechtern differenziert. Zukinftige Studien sollte eine Analyse der
Unterschiede in der Entziindungsreaktion bei mannlichen und weiblichen Mausen

einbeziehen.

5.3 Ausblick

Um die zellularen Mechanismen der YB-1l-vermittelten Entzindungsprozesse weiter zu
untersuchen, sind in vitro-Experimente mit YB-1-defizienten und sekretionsdefizienten
Makrophagen erforderlich. Da Makrophagen eine wichtige Rolle in Entziindungsreaktionen
spielen, kbnnen Zytokinanalysen aus Zellkulturen beitragen, ein besseres Verstandnis der
durch YB-1 regulierten Zytokine zu entwickeln.

Daruber hinaus ist der Einsatz eines chronischen LPS-Toxizitatsmodells bei Ybx1-KO- und
Ybx1-KlI-Tieren geplant, um uber die akute Phase der Sepsis hinausgehende Effekte zu
untersuchen. Durch regelmafiig wiederholte LPS-Injektionen in niedriger Dosierung tber einen
Zeitraum von 2 Wochen kdnnen die einzelnen Phasen der Entziindungskaskade nachgestellt

und ein chronischer Prozess simuliert werden.
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Ob die abgeschwachte inflammatorische Reaktion bei Ybx1-KO-Tieren hauptsachlich von
Immunzellen oder residenten Zellen ausgeht, ist noch unklar. Experimente mit
Knochenmarkstransplantationen konnten helfen, den Beitrag der zirkulierenden Immunzellen
zur Entzindungsregulation besser zu verstehen, indem sie die Auswirkungen des Ybx1-KOs

in den verschiedenen Zellpopulationen untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Das Kalteschockprotein Y-box binding protein-1 (YB-1) reguliert lokale Entziindungsprozesse.
Uber die Funktion von YB-1 im systemischen Prozess der Inflammation, u. a. der Sepsis,
liegen nur wenige Daten vor. Es ist bekannt, dass YB-1 im Rahmen der Sepsis exprimiert und
sekretiert wird. [86] Insbesondere die Differenzierung der Funktion von intra- und extrazellulér
lokalisiertem YB-1 soll in dieser Arbeit geklart werden.

Um den Einfluss von YB-1 im systemischen Modell der Entziindung zu uberprifen, wurde
Ybx1-Ganzkdrper-KO- sowie sekretionsdefizienten Ybx1-KI-Mausen LPS intraperitoneal
verabreicht. Der sekretionsdefiziente Ybx1-KI-Mausstamm wurde im Rahmen dieser Arbeit
erstmalig erfolgreich generiert. Da die Sekretion von YB-1 von der Acetylierung zweier Lysine
abhangig ist, wurden diese Positionen durch Punktmutationen genetisch durch einen Knock-in
verandert.

Im Rahmen des LPS-Toxizitdtsmodells wird bei Ybx1-KO-Tieren ein schitzender Effekt
aufgrund der fehlenden Expression von YB-1 nachgewiesen, was mit einer hoéheren
Uberlebenswahrscheinlichkeit einhergeht. Zytokinanalysen belegen im Ybx1-KO ein
vermindertes  inflammatorisches  Milieu. Immunhistochemische und histologische
Untersuchungen weisen eine reduzierte Gerinnungsaktivierung sowie eine geringere
Organschadigung nach. Im Gegensatz dazu zeigen sekretionsdefiziente Ybx1-KlI-Tiere unter
dem Einfluss von LPS eine erhdhte Letalitatsrate auf. Zytokinanalysen belegen bei diesen
Tieren eine signifikant verstarkte inflammatorische Reaktion, die in der Immunhistochemie mit
einer gesteigerten Gerinnungsaktivitat und in der Histologie mit einem erhdhten
Gewebeschaden assoziiert ist.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine duale Rolle von YB-1 im systemischen
Entziindungsmodell. Intrazellular lokalisiertes YB-1 férdert die pro-inflammatorische Reaktion,
wahrend extrazellulares YB-1 anti-inflammatorische Aktivitdten vermittelt. Diese Erkenntnisse
ermdglichen gezielte Interventionen gegen YB-1, wobei die anti-inflammatorischen Effekte bei

einem kompletten Knock-out von YB-1 einen deutlichen Uberlebensvorteil bieten.
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Anhang

Ybx 14RosaCre Ybx1WT

Yb. x1RosaCreK2A

PBS

Abbildung 20: Fibrinogenfarbung in den NierengefalRen nach PBS-Gabe. Bei WT(Ybx1WT)-,
Ybx1-KO(Ybx124RosaCre). ynd Yhx1-KI(Ybx1RosaCrek2A).Tieren zeigt sich nach PBS-Gabe in der Niere keine
Fibrinogenablagerung. Die Abbildung zeigt représentative Bildausschnitte einer immunhistochemischen Farbung
mit einem Fibrinogen y (C20)-Antikérper 30 h nach PBS-Behandlung (30 mg/kg KG) in der Niere. Der
MafRstabsbalken entspricht 50 uym (links) bzw. 25 pym (rechts). Abklirzungen: Knock-in (Kl); Knock-out (KO);
phosphate-buffered saline (PBS); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).
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Abbildung 21: Fibrinogenfarbung nach PBS-Gabe in der Lunge. Bei WT(Ybx1¥T)-, Ybx1-KO(Ybx12ARosacre).
und Ybx1-KI(Ybx1RosaCrek2A)_Tieren zeigt sich nach PBS-Gabe in der Lunge keine Ablagerung von Fibrinogen. Die
Abbildung zeigt reprasentative Bildausschnitte einer immunhistochemischen Farbung mit einem
Fibrinogen y (C20)-Antikdrper in der Lunge 30 h nach PBS-Behandlung (30 mg/kg KG). Der MaRstabsbalken
entspricht 50 pm (links) bzw. 25 pym (rechts). Abkirzungen: Knock-in (KI); Knock-out (KO); phosphate-buffered
saline (PBS); Wildtyp (WT); Y-box binding protein-1 (Ybx1) (eigene Darstellung).

XV



	Abkürzungsverzeichnis
	Abbildungs- und Tabellenverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Sepsis
	1.1.1 Relevanz der Sepsis
	1.1.2 Pathogenese der Sepsis

	1.2 Kälteschockproteine
	1.2.1 Familie der Kälteschockproteine
	1.2.2 Y-box binding protein-1 (YB-1)

	1.3 Rolle von YB-1 in Entzündungsprozessen und der Sepsis
	1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

	2 Material
	2.1 Chemikalien
	2.2 Medikamente
	2.3 Kommerzielle Kits und Reagenzien
	2.4 Puffer und Lösungen
	2.5 Antikörper
	2.6 Primer
	2.7 Verbrauchsmaterialien
	2.8 Geräte
	2.9 Software

	3 Methoden
	3.1 Tierexperimentelle Methoden
	3.1.1 Herstellung der Ybx1∆RosaCre- und Ybx1RosaCreK2A-Tiere
	3.1.2 Tierhaltung
	3.1.3 Versuchsablauf

	3.2 Molekularbiologische Methoden
	3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	3.2.2 RNA-Analyse
	3.2.3 Gelelektrophorese

	3.3 Proteinanalytik
	3.3.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Gewebe
	3.3.2 Western Blot

	3.4 Histologische Methoden
	3.4.1 Herstellung von Gewebeschnitten
	3.4.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
	3.4.3 Immunhistochemische Färbung
	3.4.4 Bilderfassung und Auswertung

	3.5 Zytokin-Assays
	3.6 Statistische Auswertung

	4 Ergebnisse
	4.1 Generierung von Ybx1∆RosaCre- und Ybx1RosaCreK2A-Tieren
	4.2 Induktion des Ybx1-Knock-outs durch Tamoxifen
	4.3 Phänotypisierung des Ybx1RosaCreK2A-Mausstammes
	4.4 Einfluss der LPS-Applikation auf das Überleben von Wildtyp-, Ybx1∆RosaCre- und Ybx1RosaCreK2A-Tieren
	4.5 Testung auf das inflammatorische Milieu in den Tierstämmen nach LPS-Applikation
	4.6 Nachweis der Gerinnungsaktivierung nach LPS-Applikation
	4.7 Analyse der durch LPS beeinflussten Organschädigung
	4.8 Schematische Darstellung der Rolle von YB-1 im LPS-induzierten Entzündungsgeschehen

	5 Diskussion
	5.1 Diskussion der Ergebnisse
	5.2 Limitationen
	5.3 Ausblick

	6 Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Danksagung
	Ehrenerklärung
	Darstellung des Bildungsweges
	Anhang

