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Aktivierung von Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktoren in der
Niere der Ratte und des Menschen

1. Einleitung
1.1 Renale Sauerstoffversorgung

Obwohl sie etwa 20% des Herzzeitvolumens erhalten [Bolomey et al, Razzak et
al] und nur etwa 0,5% des Koérpergewichtes ausmachen, gehdren die Nieren zu den mit
Sauerstoff (O,) unterversorgten Organen [Ubersicht bei Brezis und Rosen]. Dies trifft
insbesondere auf das Nierenmark zu, dessen Blutversorgung ganzlich aus Vasa
afferentia der juxtamedullaren Glomeruli stammt [Kriz und Kaissling] und nur etwa 20%
der gesamten Nierendurchblutung [Aukland und Wolgast] umfal3t. Physiologisch besteht
ein O,-Gradient von der Rinde zum Mark [Aukland und Krog]. Der Grund dafur liegt im
Harnkonzentrierungsmechanismus, der nur bei verminderter Durchblutung des
Nierenmarkes und Ruckdiffusion zwischen absteigenden (arteriellen) und aufsteigenden
(vendsen) Vasa recta aufrechterhalten werden kann [Hargitay und Kuhn, Wirz et al,
Lassen und Longley, Ubersicht bei Pallone et al 2003].

Aber auch in der Nierenrinde ergaben O.-Elektroden-Messungen durchgehend
Werte unterhalb des Niveaus der Arteria renalis [Baumgartl et al, Leichtweiss et al,
Schurek et al 1990, Welch et al]. Demgegeniber liegt die O,—Spannung in den Venae
arcuatae Uber dem Niveau der Nierenrinde [Welch et al]. Beatmung mit 100% O, erhoht
den pO, der Nierenrinde nur von 45 auf 80 mmHg, wéahrend der pO, des systemischen
arteriellen Blutes von 90 auf 600 mmHg steigt [Schurek et al 1990]. Eine solche
Konstellation lasst sich mit einem préaglomeruldren arterio-venésen O,—Kurzschlul3
(Shunt) erklaren [Levy und Imperial, Schurek et al 1990, O’Connor et al], auch wenn das
anatomische Korrelat dafir bisher nicht identifiziert werden konnte. Innerhalb der
Nierenrinde sind die O,-Spannungen sehr heterogen [Aukland und Krog, Leichtweiss et

al]l, wenn auch bisher keine genauere anatomische Zuordnung maoglich war.



Wabhrscheinlich jedoch entsprechen die Markstrahlen den Rindenbereichen mit der
niedrigsten O,—Spannung [Brezis und Rosen]. Die Blutversorgung der Markstrahlen
erfolgt namlich, im Gegenteil zum Rindenlabyrinth, aus aufsteigenden (also vendsen)
Vasa recta [Ubersicht in Kriz 1982].

Das O,-Gefélle zwischen Nierenrinde und —mark wird offensichtlich nur bei
glomerularer Filtration und tubul&rem O»-Verbrauch fur die Riickgewinnung von Wasser
und Salzen aufrechterhalten. Bei Abfall des Nierenperfusionsdruckes unter die
Nierenautoregulationsschwelle verschwindet dieses O,-Gefélle [Brezis et al 1994a].
Dadurch kann ein Abfall der Nierenfunktion, wie im akuten Nierenversagen,
paradoxerweise eine Verbesserung des Nieren-pO, hervorrufen, was den Organerhalt
fordern kann. Dies filhrte Thurau et al zu der Uberlegung, daR aus Sicht der Niere ein
akutes Nierenversagen (ANV) ein ,akuter Nierenerfolg” bedeuten kann [Thurau et al].
Hemmung des tubularen Rucktransportes erhoht regional den pO,: Schleifendiuretika
im Mark und Acetazolamid in der Rinde [Brezis et al 1994b].

Eine weitere Besonderheit der renalen O,-Versorgung besteht darin, dafld der
kapillare Hamatokrit nur etwa die Halfte des Wertes der Nierenarterie bzw. —vene
ausmacht [Pappenheimer und Kinter, Zimmerhackl et al]. Erythrozyten werden bei
laminarem BlutfluR in die GefalBmitte gedrangt, was als ,skimming phenomenon®
bezeichnet wird. Betrachtet man die renalen Interlobulararterien auf inrem senkrechten
Verlauf von der Arteria arcuata in Richtung Nierenkapsel, so konnte durch das
~Skimming® in den frihen Gefallabgangen (also in den afferenten Arteriolen der
juxtamedullaren Nephrone) mehr Plasma als Erythrozyten eingespeist werden. Dies
wirde den verminderten Hamatokrit in den Vasa recta [Zimmerhackl et al] erklaren.
Demgegenuiber wirde der Hamatokrit der Interlobulararterien nach jedem Abgang von
afferenten Arteriolen zunehmen, was einen erhohten kapillaren Hamatokrit in der

oberflachlichen Rinde zur Folge hatte. Viel wahrscheinlicher ist aber ein Kurzschlufd von



Erythrozyten zwischen Arteria und Vena interlobularis, was einen verminderten
kapillaren Hamatokrit in der gesamten Niere erzeugen kdénnte. Auch wenn ein solcher
Kurzschluf3 anatomisch bisher nicht belegt werden konnte, erklaren diese Daten, warum
ein Abfall des systemischen Hamatokrits erhebliche Auswirkungen auf die renale O,-
Versorgung hat [Johannes et al].

Eine Reihe von lokalen Anpassungsvorgangen stellen innerhalb der Niere einen
ausgeglichenen Oj-Haushalt sicher. So fuhren z.B. Stickstoffmonoxyd (NO) und
Prostaglandine sowohl zu einem hdheren medullaren BlutfluR [Kirschenbaum et al,
Lemley et al, Agmon und Brezis, Agmon et al 1994, Cowley et al, Dickhout et al] (also
zu einem erhohten O,—Angebot), als auch zu einer verminderten tubuléren
Ruckresorption von Salzen (also zu einem geringeren O,—Verbrauch) [Jabs et al, Kaji et
al, Lear et al, Wald et al 1990, Ortiz et al 2001].

1.2 Was ist Hypoxie

Fur den Begriff ,Hypoxie* gibt es z.Z. keine allgemein gultige Definition.
Biochemische Studien belegen, dass Zellen unter O,—Armut entweder ihren ATP-
Verbrauch (und somit den O,—Verbrauch) drosseln, was zu einem neuen Gleichgewicht
fihrt, oder aber Schaden nehmen [Ubersicht in Hochachka et al]. Fiir die nachfolgende
Arbeit wird folgende Begriffsbestimmung vorgeschlagen: Hypoxie ist ein
Ungleichgewicht zwischen O,—Angebot und Oy -Verbrauch auf zellularer Ebene.
Demnach wére die Niere physiologisch normoxisch.

1.3 Hypoxie als méglicher pathophysiologischer Faktor in der Niere

Lokal begrenzte Hypoxie wird heutzutage als ein wichtiger Faktor bei der
Entstehung und Progression verschiedener Nierenerkrankungen angesehen
[Ubersichten in Nangaku, Fine et al]. Historisch gesehen diirften in erster Linie drei
Beobachtungen zu dieser Auffassung gefuihrt haben: Erstens, durch Abklemmen und

Wiederer6ffnen der Nierenarterie (sog. warme Ischamie und Reperfusion) lasst sich bei



Nagern ein ANV auslésen [Shanley et al]. Zweitens, die Progression von chronischen
Nierenerkrankungen korreliert am besten mit dem Ausmald der tubulo-interstitiellen
Fibrose [Bohle et al], also mit der Entfernung von O,—spendenden Kapillaren zu den
O,—verbrauchenden Tubuli. Drittens, in Nierentubuluszellkulturen fihrt O,—Mangel zu
erhdhter Matrixproduktion [Orphanides et al].

Obwohl diese Hypoxie-Theorie sehr attraktiv erscheint, ist sie keineswegs
bewiesen. Das ANV des Menschen tritt &ulRerst selten nach kompletter Unterbrechung
der Nierendurchblutung auf und O,—Messungen an Versuchstieren mit chronischer
Nierenfunktionseinschrankung ergaben sogar hohere Werte im Vergleich zu gesunden
Nieren [Priyadarshi et al]. Folglich ist es von Interesse, Methoden des
Hypoxienachweises zu entwickeln und diese an Nieren von Versuchstieren und
Menschen einzusetzen.

1.4 Hypoxie-induzierbare Faktoren als Indikatoren fir zellulare Hypoxie

Anfang der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts fuhrte die Erforschung der
Regulation des blutbildenden Hormons Erythropoietin (EPO) zur Entdeckung eines weit
verbreiteten Systems von Transkriptionsfaktoren [Semenza und Wang 1992] sowie
spater von zellularen O,—Fuhlern [lvan et al, Jaakkola et al]. Die sog. Hypoxie-
induzierbaren Transkriptionsfaktoren (HIF) sind Heterodimere, bestehend aus einer
variablen und O,—abhangigen Alpha-Untereinheit (HIFa), nebst einer konstitutiven Beta-
Untereinheit (HIFB) [Ubersichten in Maxwell, Semenza 2004]. Die Regulation von HIFa
(HIF-1a und -2a sind die am besten erforschten Isoformen) erfolgt durch O,—abhangige
Proteolyse [Ubersichten in Maxwell, Semenza 2004, Wenger].

Schlisselenzyme des HIFa-Abbaus sind sogenannte HIF-Prolyl-Hydroxylasen

(PHD), welche zwei Hydroxylgruppen an HIFo h&ngen [lvan et al, Jaakkola et al].

Hydroxyliertes HIFo wird von dem von-Hippel-Lindau-Protein (pVHL, einer Ubiquitin-



Ligase) als Substrat erkannt, womit eine Kaskade von proteasomalen Abbauschritten
des HIFa eingeleitet wird. PHD enthalten in ihrem katalytischen Zentrum ein Fe?*-lon,
bendtigen O, als Substrat und a-Ketoglutarat als Kosubstrat. lhre Michaelis-Menten-
Konstante liegt im Bereich physiologischer O,-Spannungen, womit diese Enzyme
wichtige Anforderungen an einen zellularen Oy —FUhler erfillen [Epstein et all.
Gleichzeitig liegt in der pharmakologischen Blockade von PHD eine sehr wirksame
Methode der HIF-Aktivierung. Ubergangsmetallionen (wie Co®*, Cu®**, Zn?"),
Eisenchelatoren und a-Ketoglutarat-Analoga gelten als unspezifische Inhibitoren der
PHD.

Die HIFap-Dimere wirken im Zellkern, wo sie die Transkription einer Reihe von
Genen steuern, von denen die meisten eine Hypoxie-Anpassung férdern. Unter den
mittlerweile fast 100 HIF-Zielgenen [Ubersichten in Wenger, Rosenberger et al 2005]
finden sich Schlisselenzyme der Glykolyse, Vasodilatatoren (induzierbare NO-Synthase
[INOS], Adrenomedullin), EPO, Radikalfanger (Ham-Oxygenase-1 [HO-1]),
angiogenetische Faktoren (vascular endothelial growth factor [VEGF] und VEGF-
Rezeptor-Typ-2 [Flt-1]), Zellzyklusenzyme (p21).

Untersuchungen an verschiedenartigen Zelltypen belegen, dass HIF ein
ubiquitdres System darstellt [Talks et al], rasch unter Hypoxie aktiviert und ahnlich
schnell nach Reoxygenierung abgebaut wird (innerhalb von Minuten) [Jewell et al]. Die
HIF-Aktivierung ist halomaximal bei einer O,—Spannung von 11 bis 15 mmHg, erreicht
ein Maximum bei 4 mmHg und nimmt danach ab [Jiang et al]. Eine solche O,-
Beziehung erscheint sinnvoll, da Zellen unter extremer O,-Armut vermutlich keine
Uberlebenschance besitzen. Das HIF-System ist ein fiir die Zelle recht kostspieliges
Rettungssystem (unter Normoxie wird HIFa dauernd gebildet und gleich wieder
abgebaut), welches auch nur mit einer Verzégerung von mehreren Stunden (der Zeit,

die fur Transkription und Translation der Zielgene erforderlich ist) zum Tragen kommt.



Da sich etliche physiologische Vorgédnge unter recht niedrigen O,-Spannungen
abspielen (z.B. im Nierenmark), und HIF die Hypoxieanpassung fordert, liegt die
Vermutung nahe, dal3 HIF in solchen Geweben physiologisch aktiviert sein mifite.
Demgegenuber steht die Erkenntnis, daf3 PHD (insbesondere die Isoform PHD-2) selber
HIF-Zielgene sind [D’Angelo et al], also durch HIF-Aktivierung auch eine negative
Ruckkopplung in Gang gesetzt wird. Theoretisch erscheint es daher plausibel, dal in
normalerweise dauerhaft O,-armen Geweben keine physiologische HIF-Aktivierung
stattfindet. Ob HIF in normalen Geweben nachweisbar ist oder nicht, hatte wesentliche
Auswirkungen auf unsere Vorstellung und Definition von Hypoxie.

Wenn nun tatsédchlich Hypoxie ein Ungleichgewicht aus O,—Angebot und —
Nachfrage ist, dann bietet HIFa-Protein eine neue Moglichkeit, Hypoxie in Geweben
nachzuweisen. Demgegenuber ist, aufgrund der Uberwiegend auf Proteinebene
stattfindenden HIF-Regulation [Ubersichten in Maxwell, Semenza 2004, Wenger], der
Nachweis von HIFa-mRNA zu diesem Zwecke nachrangig. Zu betonen ist, dass
ausschliel3lich ein nuklearer Nachweis von HIFa mit einem transkriptionell aktiven HIF-
System vereinbar ist.

Die Spezifitdt von HIFa-Protein fur Hypoxie wurde kirzlich in Frage gestellt,
nachdem in Zellkulturen unter Raumluft HIFa durch eine Reihe von Hormonen,
Zytokinen und Wachstumsfaktoren hochreguliert werden konnte [Ubersichten in Haddad
und Harb, Hellwig-Burgel et al, Dery et al]. Diese sog. normoxische HIF-Aktivierung
erfolgt Uber Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) und/oder mitogen-aktivierte Protein-
Kinasen (MAPK), die eine Steigerung der HIFa-Protein-Synthese und/oder der
HIFo—Transkription herbeifiihren [Ubersicht in Hellwig-Burgel et al]. Im Gegensatz zur
hypoxischen HIF-Aktivierung, die in vitro innerhalb von Minuten nachweisbar ist [Jewell

et al], benttigt die normoxische HIF-Aktivierung Stunden [Literaturstellen in Haddad und



Harb, Hellwig-Burgel et al, Dery et al]l. In vivo gelingt der Nachweis einer HIF-
Aktivierung in der Regel frihestens nach ein bis zwei Stunden eines anhaltenden
hypoxischen Reizes [siehe Kapitel 2.1]. Hochstwahrscheinlich liegt auch in vivo eine
Zeitspanne von weiteren Stunden zwischen relativ schneller hypoxischer und
langsamerer normoxischer HIF-Aktivierung. In vivo gibt es allerdings bisher noch keine
Belege fur eine normoxische HIF-Aktivierung. Vermutlich spielen Hormone, Zytokine
und Wachstumsfaktoren in vivo eine modulierende Wirkung auf die hypoxische HIF-
Aktivierung.
1.5 Pimonidazol-Verbindungen als Indikatoren fir zellulare Hypoxie

Nitroimidazole wie Pimonidazol (PIM) bieten eine weitere Mdglichkeit, niedrige
O,—Spannungen (<10mmHg) in Geweben nachzuweisen [Gross et al]. Ob es sich dabei
um echte Hypoxie im Sinne der obigen Definition handelt, oder lediglich um O,-Armut
bei ausgeglichenem zellularen O,-Haushalt, vermag diese Methode nicht zu
unterscheiden.

Nitroimidazole wurden als Bestrahlungsverstarker (Radiosensitizer) entwickelt.
Sie mussen in vivo verabreicht werden und binden unterhalb eines Gewebe-pO, von 10
mmHg kovalent an Thiol-Gruppen [Gross et al], wo sie mit Hilfe kauflicher Anti-
Pimonidazol-Antikbrper  nachgewiesen werden konnen. Nitroimidazol-Addukte
entstehen intra- und extrazellular weitgehend unabhéngig von Redox-Potential und pH
[Arteel et al]. Einzelne Vertreter dieser Substanzklasse sind in den USA in der
Strahlenmedizin zugelassen, allerdings nicht in der Européischen Gemeinschatft,

weshalb hierzulande der Einsatz nur an Versuchstieren moglich ist.

1.6 Wissenschaftliche Fragestellung und Konzept
Pharmakologische Beeinflussung des HIF-Systems (mittels moderner

synthetischer und spezifischerer PHD-Inhibitoren) ist eine attraktive



Behandlungsmethode fiir eine Reihe von Nierenerkrankungen, bei denen Hypoxie eine
pathophysiologische Rolle spielt [Ubersichten in Nangaku, Rosenberger et al 2005].

Der Autor hat sich die folgenden Fragestellungen gesetzt: 1) ist HIF in der
normalen Niere nachweisbar?; 2) ist HIF in experimentellen und humanen
Nierenerkrankungen nachweisbar?; wenn ja, 3) was ist die Lokalisation und Kinetik von
HIF?; 4) wie verhalt sich HIF rdumlich und zeitlich zu Pimonidazol-Verbindungen, zu
HIF-Zielgenen, Zellschaden und Nierenfunktion?

Schon bald nach Beginn des Projektes stellte sich heraus, dal3 HIF in der Niere
zelltyp-spezifisch aktiviert wird. Da die Niere tber 20 verschiedene Zelltypen enthalt,
birgt die Verwendung von Gewebehomogenaten die Gefahr, dal? Signale eingeebnet
werden. Das Projekt stitzt sich deshalb in erster Linie auf Methoden, die eine zellulare
Zuordnung von  Veranderungen ermobglicht, also auf Morphologie und

Immunhistochemie.



2. Originalarbeiten
2.1 Expression von Hypoxie-induzierbarem Faktor-1a und -2a in hypoxischen und
ischdmischen Nieren

Dies ist eine der ersten immunhistochemischen HIF-Studien in vivo, die erste
dieser Art in der Niere der Ratte und quasi die Positivkontrolle fur die Methode. HIF
wurde uber die EPO-Forschung entdeckt [Semenza und Wang 1992], daher wurden als
HIF-Positivkontrollen solche Bedingungen gewahlt, in denen EPO nachweislich
hochreguliert wird: systemische Hypoxie (8% O, [Eckardt et al], oder Zumischung von
CO zur Atemluft [Eckardt et al] — sog. funktionelle Andmie), Pseudohypoxie (durch
CoCl; [Beru et al] — einem Hemmer der nachtraglich entdeckten HIF-Prolyl-Hydroxylase
[lvan et al, Jaakkola et al], isovolamische Hamodilution [Beru et al].

Der Nachweis von HIF in vivo stellte sich aufRerordentlich schwierig dar und
gelang nur unter Beachtung mehrere Details: standardisierte Fixierung, Kochen im
Dampfkochtopf, Benutzung einer speziellen Lésung der Firma DAKO (,target retrieving
solution”, TRS®, deren Zusammensetzung vom Hersteller geheimgehalten wird) zur
Antigendemaskierung, Signalamplifikation auf der Grundlage von Streptavidin-Biotin-
Peroxidase (,catalyzed signal amplification kit* der Firma DAKO, CSA®). Ferner war
das  Signal-zu-Rausch-Verhaltnis  deutlich  gunstiger unter Einsatz  von
Perfusionsfixierung.

Die wichtigsten Erkenntnisse dieser Studie sind folgende: 1) In Kontrollnieren ist,
zumindest mit dieser hochempfindlichen Methode, kein HIF nachweisbar, obwohl
bekanntermal3en in der Niere physiologische O,-Spannungen regional sehr niedrig sein
konnen; 2) Praktisch jeder Zelltyp der Niere besitzt die Fahigkeit, HIF zu aktivieren; 3)
Der Nachweis von HIF gelingt in vivo etwa ein bis 2 Stunden nach Beginn eines
anhaltenden hypoxischen Reizes; 4) Die beiden Hauptisoformen HIF-1o und —2a

werden, mit wenigen Ausnahmen, in verschiedenen Zelltypen aktiviert; 5) Die Fahigkeit,



HIF zu aktivieren ist in den verschiedenen Zelltypen der Niere sehr unterschiedlich
ausgepragt; 6) Das Muster der HIF-Aktivierung variiert je nach verwendetem
hypoxischen Reiz; 7) HIF-Aktivierung wird begleitet von Hochregulierung von HIF-
Zielgenen; 8) Nach Abklemmen der Nierenarterie, der vermutlich ausgepragtesten
Hypoxie, ist die HIF-Aktivierung paradoxerweise deutlich geringer als unter CO-
Zumischung zur Atemluft, was dafur spricht, dal3 die Aktivierbarkeit des HIF-System

unter extremer Hypoxie abnimmt.
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Expression of Hypoxia-Inducible Factor-1a and -2« In
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Abstract. Oxygen tensions in the kidney are heterogeneous,
and their changes presumably play an important role in renal
physiologic and pathophysiologic processes. A family of hy-
poxia-inducible transcription factors (HIF) have been identi-
fied as mediators of transcriptional responses to hypoxia,
which include the regulation of erythropoietin, metabolic ad-
aptation, vascular tone, and neoangiogenesis. In vitro, the
oxygen-regulated subunits HIF-1a and -2« are expressed in
inverse relationship to oxygen tensions in every cell line in-
vestigated to date. The characteristics and functional signifi-
cance of the HIF response in vivo are largely unknown. High-
amplification immunohistochemical analyses were used to
study the expression of HIF-1la and -2« in kidneys of rats
exposed to systemic hypoxia bleeding anemia, functional ane-
mia (0.1% carbon monoxide), renal ischemia, or cobaltous
chloride (which is known to mimic hypoxia). These treatments

led to marked nuclear accumulation of HIF-1a and -2« in
different renal cell populations. HIF-1«a was mainly induced in
tubular cells, including proximal segments with exposure to
anemia/carbon monoxide, in distal segments with cobaltous
chloride treatment, and in connecting tubules and collecting
ducts with al stimuli. Staining for HIF-1a colocalized with
inducible expression of the target genes heme oxygenase-1 and
glucose transporter-1. HIF-2« was not expressed in tubular
cells but was expressed in endothelial cells of asmall subset of
glomeruli and in peritubular endothelial cells and fibroblasts.
The kidney demonstrates a marked potential for upregulation
of HIF, but accumulation of HIF-1a and HIF-2« is selective
with respect to cell type, kidney zone, and experimental con-
ditions, with the expression patterns partly matching known
oxygen profiles. The expression of HIF-2« in peritubular fi-
broblasts suggests a role in erythropoietin regulation.
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2.2 Zellulare Antworten auf Hypoxie nach segmentalem Niereninfarkt

Die Studie wurde angelegt, um die Beteiligung des HIF-Systems bei der
Angiogenese in der Niere zu untersuchen. Dazu wurden segmentale Infarkte durch
Ligatur eines Nierenarterienastes ausgelost.

Dartber hinaus wird hier erstmalig durch unser Labor die Pimonidazol-
Immunhistochemie angewandt, wobei der Niereninfarkt quasi die ideale Positivkontrolle
fur die Methode darstellt. Um den eventuellen Einfluld von Nekrosen auf die
Pimonidazol-Gewebe-Bindung auszuschlie3en, wurde ein Nierenarterienast fur nur 30
Minuten verschlossen, einen Zeitraum, in dem das Gewebe vital bleibt. Die In-vivo-
Injektion von Pimonidazol erfolgte vor der Arterienligatur, um eine Verteilung der
Substanz in der gesamten Niere zu erlauben.

Die Studie zeigt, da’ 1) das HIF-System und HIF-Zielgene in engem zeitlichen
und rdumlichen Zusammenhang zur Angiogenese in der Niere aktiviert sind; 2) in
normalen perfusionsfixierten Nieren, zumindest mit der hier angewandten Methode,
keine  Pimonidazol-Verbindungen nachweisbar sind; 3) die Pimonidazol-
Immunhistochemie sehr gut in der Lage ist, den ausgepragten O,-Mangel im
Niereninfarkt darzustellen; 4) in der Infarktgrenzzone einzelne Tubuli fur HIF und
Pimonidazol positiv erscheinen, was fir ein Ungleichgewicht von O,-Angebot und —

Verbrauch in diesen Tubuli spricht.
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Cellular responses to hypoxia after renal segmental infarction.

Background. Hypoxia is believed to play an important role
in the pathogenesis of acute and chronic kidney disease. How-
ever, the impact of low oxygen tensions on cellular functions
in the kidney and potential adaptive responses are poorly un-
derstood.

Methods. In order to assess the effects of regional hypoxia,
we induced large segmental renal infarcts in rats by renal artery
branch ligation to create an oxygen gradient vertical to the
corticomedullary axis and studied the effects on cell morphology,
the induction of hypoxia-inducible transcription factors (HIF),
the expression of HIF target genes, and cell proliferation.

Results. Pimonidazol protein adduct immunohistochemistry,
a marker for severe tissue hypoxia, verified a continuous area
of hypoxic renal tissue extending from the cortex to the papilla,
in which tubular necrosis developed subsequently. Within this
area local sparing of pimonidazol staining and tissue preserva-
tion was found around arcuate veins, indicating regional oxygen
supply via diffusion from venous blood. HIF-1a was up-regu-
lated within 1 hour and for up to 7 days predominantly in the
border zone of the infarct in tubular cells, glomerular cells,
resident interstitial cells, capillary endothelial cells, and infil-
trating macrophages. HIF-2a expression was less prominent and
confined to resident and infiltrating peritubular cells in the cor-
tex. HIF expression was colocalized with regional up-regulation
of the hypoxia-inducible genes heme oxygenase-1 and vascular
endothelial growth factor (VEGF), and was followed by capil-
lary and tubular proliferation.

Conclusion. Our findings illustrate a marked potential of
renal tissue to respond to regional ischemia and initiate adap-
tive reactions, including angiogenesis.

Key words: ischemia, hypoxia-inducible factors-1a and -2a, heme oxy-
genase-1, vascular endothelial growth factor, cell proliferation, angio-
genesis.
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2.3 Hochregulation von HIF im experimentellen akuten Nierenversagen: Hinweise
auf eine protektive transkriptionelle Antwort auf Hypoxie

Die Studie wurde angelegt, um die Beteiligung des HIF-Systems in einem klinisch
relevanten und etablierten Modell des durch Réntgenkontrastmittel induzierten ANV
(contrast-induced nephropathy, CIN) [Agmon et al] zu untersuchen. CIN tritt gehauft im
Alter, bei vorbestehender chronischer Nierenfunktionseinschrankung, oder bei
Diabetikern auf [Ubersicht in Heyman und Rosen]. Unter diesen Bedingungen findet
sich eine verminderte Kapillarisierung des Tubulointerstitiums und/oder eine
verminderte Fahigkeit der Niere zur Gegensteuerung auf akute hypoxische Reize
[Ubersicht in Heyman und Rosen]. Das Rattenmodell vereint drei veschiedene
Schadigungen, die, allein angewandt, zu keiner wesentlichen morphologischen oder
funktionellen Veranderung fuhren, aber gemeinsam das Vollbild des ANV ergeben
[Agmon et al]: Hemmung der Stickstoffmonoxyd-Synthase (NO-Synthase) mittels N°-
Nitro-L-Arginine-Methylester (L-NAME) und der Zyklooxygenase mittels Indomethazin -
was sowohl Nierendurchblutung als auch Ausgleichsmechanismen vermindert (NO und
Prostaglandine reduzieren die tubulére Ruckresorption von Salzen und somit den O,-
Verbrauch [Jabs et al, Kaji et al, Lear et al, Wald et al 1990, Ortiz et al 2001]) -, gefolgt
von Rontgenkontrastmittel.

Die wichtigsten Ergebnisse der Studie sind folgende: 1) CIN fiihrt zur Aktivierung
von HIF und HIF-Zielgenen, sowie zur Akkumulation von Pimonidazol in der Niere; 2)
Die einzelnen Komponenten des Modells (L-NAME, Indomethazin, Kontrastmittel)
fuhren ebenfalls zu einer HIF-Aktivierung (Pimonidazol wurde hier in diesen Fallen nicht
getestet), wenn auch in geringerem Ausmal} als das komplette ANV-Protokoll. Dies
spricht dafur, daf® HIF subklinische Nierenschaden nachweisen konnte. 3) Auf zellularer

Ebene uberschneiden sich HIF- und Pimonidazol-Farbung nur teilweise, wobei HIF am
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starksten unter mittlerer Pimonidazol-Intensitat auftritt. Dies spricht dafir, da? das HIF-

System unter extremer Hypoxie erschopflich ist.

15



Kidney International, Vol. 67 (2005), pp. 531-542

Up-regulation of HIF in experimental acute renal failure:
Evidence for a protective transcriptional response to hypoxia
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Up-regulation of HIF in experimental acute renal failure: Evi-
dence for a protective transcriptional response to hypoxia.

Background. Medullary hypoxia is believed to play an im-
portant role in the pathogenesis of acute renal failure (ARF).
Hypoxia-inducible transcription factors (HIF) are recognized
as master regulators of hypoxic adaptation, but little is known
about their role in renal disease.

Methods. A multi-insult rat model of ARF combining the
application of contrast medium with nitric oxide synthase
(NOS) and cyclooxygenase (COX) inhibition was used to study
chronology and distribution of the oxygen regulated HIF iso-
forms HIF-1la and HIF-20 in comparison with the hypoxia-
marker pimonidazole between 10 minutes and 48 hours after
injury induction. Treatment with furosemide was used to study
HIF expression under conditions of ameliorated tissue injury.

Results. Contrast medium in combination with NOS and
COX inhibition resulted in widespread induction of HIF in the
outer and inner medulla that was initiated within 10 minutes,
reached the highest levels at 2 hours and diminished 8 hours
to 24 hours thereafter. HIF isoforms were expressed in a cell
type-specific fashion: HIF-1a in tubular and HIF-2a in intersti-
tial and endothelial cells. The degree of HIF-1a accumulation
varied between nephron segments, being much stronger in col-
lecting ducts than in medullary thick ascending limb of the loop
of Henle (mTAL). Comparison with pimonidazole staining and
the effect of furosemide indicated that HIF induction in mTAL
is maximal with moderate hypoxia and declines with increasing
severity of hypoxia.

Conclusion. A complex pattern of HIF activation appears to
play an important role in tissue preservation as a response to
regional renal hypoxia. The limited capacity of mTAL cells for
HIF activation may explain their susceptibility to injury.

Key words: HIF, pimonidazole, hypoxia, acute renal failure, radiocon-
trast, heme-oxygenase-1.
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2.4 Hypoxie—induzierbare Faktoren und Uberleben von Tubuluszellen in der
isoliert perfundierten Niere

Die Studie untersucht die Aktivierung von HIF in der isoliert perfundierten Niere.
In diesem Ex-vivo-Modell [Ubersicht in Heyman et al 1998] ist es mdglich, die
Nierenoxygenierung zu verandern, die Nierenfunktion engmaschig zu kontrollieren und
pharmakologische Eingriffe vorzunehmen, die am Ganztier nicht durchftihrbar sind. Zum
Einsatz kamen folgende Bedingungen: a) zellfrei isoliert perfundierte Niere (isolated
perfused kidney, IPK); Hierbei enthélt das Perfusat nur physikalisch gelésten O,, was
zur ausgepragten Hypoxie fuhrt; b) mit humanen roten Blutzellen angereichertes
Perfusat, was im Vergleich zur zellfreien Perfusion das O,-Angebot verbessert; c)
zellfreie Perfusion unter Zugabe von Furosemid (einem Hemmer des Na/K/Cl,-
Kotransportes in dicken aufsteigenden Henle-Schleifen) oder Ouabain (einem Hemmer
der Na/K-ATPase), welche durch Hemmung des tubuldren Salztransportes den O,-
Verbrauch senken; d) zellfreie Perfusion unter Zugabe von Albumin, wodurch der
onkotische Druck des Perfusates tUber den glomeruldren Filtrationsdruck angehoben
wird. Dadurch erreicht man eine perfundierte aber nicht filtrierende Niere, in welcher der
O,-Verbrauch fur den tubularen Salztransport deutlich vermindert ist.

Die wesentlichen Befunde dieser Studie sind folgende: 1) in der zellfrei isoliert
perfundierten Niere sind HIF-Aktivierung und Pimonidazol-Verbindungen nachweisbar
(nach Zugabe von Pimonidazol zum Perfusat). 2) HIF- und Pimonidazol-Signale
Uberlappen sich nur teilweise, wobei starkste HIF-Signale unter mittlerer Pimonidazol-
Intensitat erscheinen. 3) Die Bedingung mit der starksten anzunehmenden
Nierenhypoxie (die zellfreie Perfusion) fuhrt paradoxerweise zu weit weniger HIF-
Aktivierung als die Perfusion mit roten Blutzellen, die das O,-Angebot verbessern. Dies
laRt darauf schlieen, da? HIF unter extremer Hypoxie erschdpflich ist. 4) Hemmung

der Salzrickresorption fuhrt zu einer Reduktion der Pimonidazol-Signale, was dafur
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spricht, dal3 der O,-Verbrauch der Niere wesentlich zur Entstehung einer Hypoxie

beitragt. 5) Die HIF-Expression korreliert umgekehrt mit dem Zellschaden.
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Hypoxia-inducible factors and tubular cell survival

in isolated perfused kidneys
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Adaptation to hypoxic environment is conferred through
hypoxia-inducible transcription factors (HIFs). We have
previously shown that the HIF system is transiently activated
in vivo in radiocontrast-induced acute renal failure,
associated with profound hypoxia in the renal medulla.
Medullary thick ascending limbs (mTALs), the most affected
nephron segments in this model, were virtually unable to
mount an adaptive HIF response. Here, we study correlations
between oxygenation, HIF activation, and cell viability in a
related ex vivo model, the isolated perfused rat kidney (IPK).
In IPKs perfused with cell-free oxygenated medium, severe
medullary hypoxic damage developed, affecting 42 +9% of
mTALs in the mid-inner stripe. HIF-1a tubular
immunostaining was noted with a zonal and tubular pattern
largely similar to our findings in vivo: in 34+ 3% of collecting
ducts (CDs) within the mid-inner stripe and extensively in the
papillary tip, whereas mTALs were all HIF-negative. In IPKs
supplemented with RBCs (improved oxygen supply), mTAL
damage was totally prevented and CDs’ HIF expression was
attenuated (22 +-4%). By contrast, although measures
designed to reduce medullary hypoxia by decreasing
tubular reabsorptive activity (furosemide, ouabain, or
high-albumin-non-filtering system) reduced mTAL damage,
all paradoxically resulted in increased HIF expression in CDs
(51+4%), and 17 +3% of mTALs became immunostained as
well. Our data confirm that CDs and mTALs have markedly
different HIF responses, which correlate with their viability
under hypoxic stress. mTALs transcriptional adaptation
occurs within a narrow hypoxic range, and it appears that
workload reduction can shift mTALs into this window of
opportunity for HIF activation and survival.

Kidney International advance online publication, 17 May 2006;
doi:10.1038/s}.ki.5000395
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2.5 Immunhistochemischer Nachweis von Hypoxie-induzierbarem Faktor-la in
humanen Nierentransplant-Biopsien

Dies ist die erste immunhistochemische HIF-Studie an humanen Nierenbiopsien.
Eigene Vorstudien an archivierten Nierenbiopsien unterschiedlicher Pathologie hatten
keine HIF-Signale ergeben. Ausgehend von unseren Versuchen an Ratten, in denen
sich eine standardisierte Fixierung sowie die Vermeidung von Uberfixierung als
entscheidend herausgestellt hatten, wurde fur Nierentransplantbiopsien ein Protokoll der
Immersionsfixierung erstellt, welches ausreichende histologische Beurteilbarkeit und
HIF-Immunhistochemie gleichzeitig ermoglicht.

Untersucht wurden Klinisch angezeigte Biopsien und Protokollbiopsien zu
folgenden Zeitpunkten: intraoperativ, etwa 30 Minuten nach Anlage der
GefalRanastomosen (entsprechend der Zeit, die fur die Ureter-Blasen-Anastomose und
fur evtl. Blutstillung bendtigt wurde); 1 bis 2 Wochen nach Transplantation; 3 Monate
und spater nach Transplantation.

HIF-1o. war in etlichen intraoperativen Biopsien nachweisbar, Primarfunktion
vorausgesetzt. Dies ist ein Hinweis auf die Rolle der glomerularen Filtration mit
nachfolgendem tubuléren O»-Verbrauch fur die Entstehung renaler Hypoxie. Ein bis 2
Wochen nach Transplantation war HIF-1a, unabhangig von der Histologie, in den
meisten funktionsfahigen Transplantaten nachweisbar. Demgegeniber war jenseits von
3 Monaten nach Transplantation kein HIF-1a nachweisbar — mit einer Ausnahme: der

Transplantatabstof3ung.
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Immunohistochemical Detection of Hypoxia-Inducible
Factor-la in Human Renal Allograft Biopsies
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Although it generally is accepted that renal hypoxia may occur in various situations after renal transplantation, direct
evidence for such hypoxia is lacking, and possible implications on graft pathophysiology remain obscure. Hypoxia-
inducible factors (HIF) are regulated at the protein level by oxygen-dependent enzymes and, hence, allow for tissue
hypoxia detection. With the use of high-amplification HIF-1a immunohistochemistry in renal biopsies, hypoxia is shown
at specific time points after transplantation with clinicohistologic correlations. Immediately after engraftment, in
primarily functioning grafts, abundant HIF-1« is present and correlates with cold ischemic time >15 h and/or graft age
>50 yr (P < 0.04). In contrast, a low HIF-1a score correlates with primary nonfunction, likely reflecting loss of oxygen
consumption for tubular transport. Protocol biopsies at 2 wk show widespread HIF-la induction, irrespective of
histology. Beyond 3 mo, both protocol biopsies and indicated biopsies are virtually void of HIF-1la, with the only
exception being clinical/subclinical rejection. HIF-derived transcriptional adaptation to hypoxia may counterbalance, at
least partly, the negative impact of cold preservation and warm reflow injury. Transient hypoxia at 2 wk may be induced
by hyperfiltration, hypertrophy, calcineurin inhibitor-induced toxicity, or a combination of these. Lack of detectable
HIF-1a at 3 mo and beyond suggests that at this time point, graft oxygen homeostasis occurs. The strong correlation
between hypoxia and clinical/subclinical rejection in long-term grafts suggests that hypoxia is involved in such graft
dysfunction, and HIF-1la immunohistochemistry could enhance the specific diagnosis of acute rejection.

J Am Soc Nephrol 18: 343-351, 2007. doi: 10.1681/ASN.2006070792

This paper utilizes immunohistochemical techniques to demonstrate wide-

spread hypoxia of multiple causes in the first 3 months afier transplantation,

but correlates hypoxia only with clinicallsubclinical rejection after 3 montbs.

This paper is linked to an article by Kambhan et al. in this month’s issue of
CJASN (pp. 135—142), which describes a new histologic system for identi-
[fying and scoring calcineurin inhibitor toxicity. Both findings have the poten-

tial to improve discrimination between rejection and calcineurin toxicity in

transplant biopsies and allow more targeted therapy for a failing graft.
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2.6 Anpassung an Hypoxie in der Niere der diabetischen Ratte

Diabetes préadisponiert zur akuten und chronischen Niereninsuffizienz und ist
vergesellschaftet mit oxidativem StreR [Ubersicht in Lee et al]. Die Studie fahndet nach
Belegen fur eine Rolle von Hypoxie in der Nieren-Pathophysiologie des Diabetes.
Untersucht wurde die renale Auspragung von HIF, Pimonidazol-Verbindungen (PIM)
und dem HIF-Zielgen HO-1 im experimentellen Insulin-Mangel-Diabetes, in kurzfristiger
kinstlicher Hyperglykamie (ausgelost durch Glukose in Verbindung mit einem
Somatostatin-Analogon), sowie nach Gabe von Flussigkeit, Insulin, Antioxidantien bzw.
Rontgenkontrastmitteln.

Nach einmaliger Gabe von Streptozotocin entwickelten die Versuchstiere
innerhalb von 48 Stunden eine Hyperglykéamie, Polyurie, und Exsikkose. Innerhalb von 2
Wochen war eine glomeruléare Hyperfiltration nachweisbar, die sich nach 3 Monaten fast
zurtckbildete. HIF, PIM und HO-1 waren im Nierenmark 2 Wochen nach Auslésung des
Diabetes deutlich ausgepragt, jedoch wesentlich schwacher bis gar nicht zu den utbrigen
untersuchten Zeitpunkten. Frihere Studien haben gezeigt, da? im experimentellen
Diabetes ATP-abhangige renale lonen-Transport-Mechanismen mit einer &hnlichen
Kinetik hochreguliert sind wie HIF, PIM und HO-1 in unserer Studie [Wald et al 1993].
Dies deutet auf eine Rolle von gesteigerter tubuléarer Arbeitslast mit daraus folgendem
O;-Verbrauch und Hypoxie.

Flussigkeitsgabe fiihrte zu keiner Anderung der immunhistochemischen Marker,
was gegen eine wesentliche Rolle der Exsikkose spricht. Insulin hingegen, brachte HIF,
PIM und HO-1 praktisch auf Null (dem Niveau der Kontrolltiere). Wie in friheren Studien
gezeigt, erhoht osmotische Diurese die tubuldre Netto-Salzriickresorption [Leyssac et
al] und somit vermutlich auch den O»-Verbrauch. Insulin kénnte in unserem Modell tber

eine Verminderung der osmotischen Diurese gewirkt haben.
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Kurzfristige kunstliche Hyperglykamie fuhrte zur Aktivierung von HIF, allerdings
mit einem anderen regionalen und zellularen Muster als Diabetes. Vermutlich sind die
strukturellen und funktionellen Nieren-Veranderung im Diabetes fiir diesen Unterschied
verantwortlich.

Reaktive O,-Spezies, wie z.B. das Superoxid-Anion konnen das HIF-System in
vitro hemmen [Yang et al]l. Im Nierenmark entsteht, insbesondere beim Diabetes,
vermehrt Superoxid-Anion tber NAD(P)H-Oxidase [Li et al, Ubersicht in Evans und
Fitzgerald]. Unsere Studie bringt Hinweise dafir, dal3 beim Diabetes das HIF-System in
vivo durch Superoxid-Anion gedampft wird, denn die Gabe des Superoxid-Dismutase-
Mimetikums 4-hydroxy-2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-Oxyl (Tempol, wodurch
Superoxid-Anion zu Wasserstoffperoxid umgesetzt wird [Nassar et al, Ubersicht in
Samuni et al]) erhdhte die Signale fur HIF und HO-1 bei gleichbleibenden Signalen fur
PIM.

Rontgenkontrastmittel flhrten bei Kontrollratten zu einer vorubergehenden
renalen Aktivierung von HIF und Anreicherung von PIM, wohingegen bei diabetischen
Ratten diese Wirkung verstarkt und zeitlich verlangert war. Dies laf3t vermuten, dafl3

Rontgenkontrastmittel bei Diabetikern zu einer verstarkten Nierenhypoxie fuhren.
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Adaptation to hypoxia in the diabetic rat kidney
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Hypoxia of the kidney in diabetes could predispose it to
develop acute and chronic renal failure. To examine the
relationship between renal hypoxia and renal failure, we
measured hypoxia (as a pimonidazole adducts), hypoxia-
inducible factors (HIFs), and a hypoxia target gene heme
oxygenase-1. The studies were performed in rats with
streptozotocin (STZ)-induced diabetes, Cohen diabetes
sensitive rats, and during short-term artificial hyperglycemia
in rats induced by intravenous glucose and octreotide.
STZ-treated rats received insulin, the superoxide dismutase
mimetic tempol, or contrast medium. Radiocontrast media
causes hypoxia and HIF induction. Hypoxia, HIFs, and heme
oxygenase were undetectable in controls, but transiently
activated in STZ-treated and the Cohen diabetes sensitive
rats. Different patterns of HIFs and pimonidazole were
observed between the three models. Insulin abolished
pimonidazole and HIF induction, whereas tempol lead to
increased HIFs and heme oxygenase induction at similar
levels of pimonidazole. When compared with control rats,
STZ-treated rats exhibited more intense and protracted renal
pimonidazole, with augmented hypoxia inducible factor
production and reduced GFR following contrast media.

Our data suggest that both regional hypoxia and hypoxia
adaptation transiently occur in early stages of experimental
diabetes, largely dependent on hyperglycemia or after
contrast media. Tempol may augment the HIF response

in diabetes.
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2.7 Hinweise fur anhaltende renale Hypoxie und voribergehende
Hypoxieanpassung im experimentellen Rhabdomyolyse-induzierten akuten
Nierenversagen

Die Mechanismen, durch die Rhabdomyolyse zum ANV fuhrt, sind komplex
[Vanholder et al] und nur teilweise auf Myoglobin zurtickzufiihren. Myoglobin besitzt die
Fahigkeit, NO wegzufangen [Flogel et al] und kann somit eine Gefal3verengung
auslosen. Unsere Studie verwendet ein etabliertes experimentelles Modell [Zager et al]
des Rhabdomyolyse-induzierten ANV (intramuskulére Injektion von Glyzerin in die
unteren GliedmaRen (GLY)) und untersucht Nierenverdnderungen nach 3, 6 bzw. 24
Stunden. Zur Abschatzung des Beitrages von Myoglobin alleine wird, unabh&ngig
davon, Ratten unter Narkose Myoglobin fir 45 Minuten intravends injiziert (MYO) und 3
Stunden nach Beginn des Versuches nach Nierenveranderungen gefahndet [Heyman et
al 1996].

Die wesentlichen Ergebnisse der Studie sind folgende: 1) in GLY ist PIM Uber
den gesamten Beobachtungszeitraum nachweisbar, insbesondere in proximalen Tubuli,
die in diesem Modell den ausgepragtesten morphologischen Schaden erfahren. Dies
deutet auf eine Rolle tubuléarer Hypoxie bei der zellularen Schadigung. 2) HIF ist im
Wesentlichen in der Frihphase von GLY nachweisbar, was auf eine voribergehende
Hypoxieanpassung schlieen laR3t. 3) PHD-2, Schlisselenzym des HIF-Abbaus
[Appelhoff et al] und zugleich HIF-Zielgen [D’Angelo], ist nach 6 Stunden GLY
hochreguliert, was eine negative Rickkopplungsschleife vermuten l&3t. 4) MYO fuhrt zu

einer ahnlichen HIF-Aktivierung wie in der Frihphase von GLY.
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Background. Indirect evidence suggests that hypoxia con- p.rolyl hydroxylase-Z; hypoxia-inducible factors;
tributes to the pathophysiology of rhabdomyolysis-induced ~pimonidazole

acute kidney injury (AKI). However, the cellular location
and kinetics of hypoxia, as well as potential hypoxia adap-
tation are unclear.

Methods. Rhabdomyolysis was induced in rats by IM glyc-
erol (GLY) injection, which largely recapitulates the full
clinical syndrome. Additional rats received IV myoglobin
(MYO), in order to assess the contribution of MYO per se.
We performed immunohistochemistry for hypoxia markers
[pimonidazole (PIM) adducts and hypoxia-inducible fac-
tors (HIFs)] and the cell-protective HIF target gene heme
oxygenase-1 (HO-1). Furthermore, we sought a potential
negative feedback loop to terminate HIF activation, driven
by HIF prolyl-hydroxylase-2 (PHD-2).

Results. In GLY, progressive tubular injury, mainly of prox-
imal tubules (PT), developed over time, but its extent was
heterogeneous. PIM, HIFa and HO-1 were all absent in con-
trols, but strongly positive in GLY, with a specific spatio-
temporal pattern. In PT, (a) PIM was detectable throughout
the study with a maximum at 6 h, (b) HIF was activated
only at 3 h and (c) HO-1 and PHD-2 appeared at 6 h and
persisted at a lower level at 24 h. Apart from tubular cast
formation, MYO did not cause overt tissue damage, but led
to strong activation of HIFs, in a pattern similar to 3 h of
GLY.

Conclusions. Our data suggest that renal hypoxia occurs in
rhabdomyolysis, and that MYO, at least partly, contributes
to hypoxia generation. Since in the most affected tubules
transcriptional hypoxia adaptation is transient and inhomo-
geneous, pharmacologic HIF enhancement holds the poten-
tial to improve outcome in thabdomyolysis-induced AKI.
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3. Diskussion, SchluR3folgerungen, offene Fragen
3.1 Definition der Hypoxie im Lichte der eigenen Daten

Gemald der Auffassung, dal3 Hypoxie einem Ungleichgewicht zwischen O,-
Angebot und —Verbrauch entspricht, welches zu Anpassungsvorgangen fihrt, spricht
der fehlende Nachweis von HIF in normalen Nieren (wie in dieser Publikationsreihe
mehrfach dargestellt) daftir, dal3 trotz niedriger O,-Spannungen das O,-Gleichgewicht
erhalten ist. Bei der jetzigen Sensitivitdt unserer HIF-Nachweismethode ist vermutlich
jedes positive Resultat gleichzusetzen mit einem unphysiologischen Zustand.

3.2 Validitat der angewandten Methoden fir den Nachweis von Hypoxie in vivo

Die Wertung positiver HIF-Immunhistochemie als Hypoxie wird erschwert durch
die Tatsache, daf3 in vitro durch etliche Zytokine und Wachstumsfaktoren HIF auch
unter Raumluft aktivierbar ist [Ubersichten in Haddad und Harb, Hellwig-Burgel et al,
Dery et al]. Diese normoxische HIF-Aktivierung erfordert vermutlich mehr Zeit als die
hypoxische, denn erstere grindet sich auf vermehrte HIFa-Transkription und/oder
Proteinsynthese. Der Nachweis von HIF in vivo ist wesentlich schwieriger als in vitro,
sodald in der Regel langere Hypoxiezeiten (in unseren Versuchen etwa 1 bis 2 Stunden
im Vergleich zu Minuten in vitro) notwendig sind. Bisher ist kein einziger Beweis einer
normoxischen HIF-Aktivierung in vivo gefihrt worden. Man kann nur annehmen, daf3 ein
solcher Vorgang deutlich mehr Zeit in Anspruch nehmen wirde als 1 bis 2 Stunden.
Folglich sind in vivo Aktivierungen von HIF innerhalb eines Zeitfensters von wenigen
Stunden vermutlich durch Hypoxie ausgelost.

Der Nachweis von PIM in Arealen mit HIF-Aktivierung bringt zusatzliche Belege
fur ein hypoxisches Geschehen. Dabei ist hervorzuheben, da PIM und HIF selten
deckungsgleich auf zellularer Ebene erscheinen, was durch die unterschiedlichen
Schwellen und Kinetiken der beiden Marker verstandlich wird. Generell zeigt PIM

vermutlich die starkere Hypoxie an. HIF zeigt die aktuelle Hypoxie, wahrend PIM die
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integrierte Hypoxie der letzten Stunde mifl3t (dem Zeitraum von der In-vivo-Gabe von
Pimonidazol bis zur Organentnahme).

Die PIM-Nachweismethode, die in der vorgestellten Publikationsserie zum
Einsatz gekommen ist, liefert in Kontrollnieren negative Ergebnisse. Dies scheint ein
Widerspruch zu O,-Elektroden-Messungen, die im Nierenmark durchaus Werte unter 10
mmHg ergaben [Aukland und Krog, Baumgartl et al, Leichtweiss et al], was als Schwelle
fur die Pimonidazol-Gewebe-Bindung angesehen wird [Gross et al]. Tatséachlich konnte
in unserem Labor neuerdings mit einer verbesserten Methode PIM auch im Mark von
Normalnieren nachgewiesen werden. Fir die alte Methode kann aber gelten, daf3 jedes
positive Ergebnis, &hnlich wie bei HIF, einem unphysiologischen Zustand
gleichzusetzen ist, der vermutlich Hypoxie bedeutet.

In  samtlichen hier vorgestellten tierexperimentellen Studien st die
Perfusionsfixierung zum Einsatz gekommen. Nach unserer Erfahrung ist diese sehr
wichtig, um die Validitdt der HIF und PIM-Immunhistochemie zu erh6hen. Eigene
unpublizierte Daten belegen, dal3 schlechte oder fehlende Perfusion mit artifiziellen HIF-
und PIM-Signalen einhergehen kann. Eine mogliche Erklarung dafur ist, daf3 wéhrend
der Immersionsfixierung der tubulare O,-Verbrauch fur Ruckresorption, zumindest fur
einige Zeit, fortgesetzt wird. Demgegeniber friert die Perfusions-fixierung gleichsam
den augenblicklichen Zustand ein.

3.3 Zellspezifische Expression von HIFain der Niere

Im Gegensatz zur Situation in vitro, wo praktisch jeder Zelltyp die Fahigkeit
besitzt, HIF zu aktivieren [Talks et al], finden wir erhebliche zellspezifische Unterschiede
in vivo. Dabei stellt sich, unabhéngig vom verwendeten hypoxischen Reiz, vor allem
das Sammelrohr als der Nierenzelltyp mit der hochsten Potenz zur HIF-Aktivierung dar.
Ein fehlender Nachweis von HIF kann in vivo eine Hypoxie nicht ausschlieRen, denn

diese kann sich in Zelltypen mit geringer HIF-Aktivierbarkeit abspielen.
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3.4 Tubularer O,-Verbrauch als wesentliche Komponente bei der Entstehung
renaler Hypoxie

Das Abklemmen der Nierenarterie ist ein sehr haufig verwendetes Modell zur
Erzeugung eines akuten Nierenversagens [Shanley et al]. Viele unserer Vorstellungen
von renaler Hypoxie sind — bewul3t oder unbewuf3t — von diesem Modell gepragt.
Interessanterweise fihrt das reine Abklemmen der Nierenarterie zu einer weit
geringeren  HIF-Aktivierung als in anderen ANV-Modellen mit erhaltener
Nierenperfusion. Dies mag daran liegen, dafl3 die Hypoxie unter dieser Bedingung zu
ausgepragt und mit dem Zelliberleben nicht mehr vereinbar ist.

Auf der anderen Seite liefern unsere Daten etliche Belege fur Hypoxie gerade in
funktionierenden Nieren oder Nephronen: z.B. unmittelbar nach Nierentransplantation,
in morphologisch unauffalligen und nach Perfusionsfixierung offenen Tubuli (in der
Grenzzone von segmentalen Infarkten, im ANV). Der vielleicht klarste Beleg fur die
Rolle des tubularen O,-Verbrauches bei der Entstehung renaler Hypoxie liefert die PIM-
Farbung in isoliert perfundierten Nieren: Nach Zugabe von Ouabain zum Perfusat ist
das Signal deutlich gemindert.

3.5 Akutes Nierenversagen

Das akute intrinsische Nierenversagen wird traditionell in ein ischamisches und in
ein toxisches unterteilt [Ubersicht in Lieberthal und Nigam]. Unsere Daten zeigen, daR
diese strenge Unterscheidung nicht mehr zeitgemaR ist. Vielmehr bieten wir Hinweise
auf eine hypoxische Komponente im ANV durch Roéntgenkontrastmittel und durch
Rhabdomyolyse. Nierentoxizitat, ein bisher nur ungeniigend definierter Ausdruck,
konnte allgemein auf eine Stdérung des zellularen Energiehaushaltes beruhen, was tber

die Steigerung des O,-Verbrauches Hypoxie zur Folge hat.
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3.6 Das Nierentransplantat

Unsere Studie liefert Hinweise, dal3 Nieren unmittelbar nach Transplantation
hypoxisch sind. Es bleibt offen, ob HIF bereits wahrend der Organentnahme und -
Konservierung, oder aber erst nach Freigabe des Blutflusses aktiviert wurde. Das
Fehlen von HIF in primar funktionslosen Transplantaten scheint jedoch letzteres zu
unterstutzen.

HIF ist an immunologischen Vorgangen beteiligt [Peysonnaux et al, Nakamura et
al, Kong et al, Makino et al, Ubersicht in Cramer und Johnson]. Eine anziehende aber
bisher nicht bewiesene Theorie besagt, da HIF nicht nur den Organerhalt fordert,
sondern auch die Immunogenitat vermindert. Demnach mufdten primar HIF-positive
Transplantate weniger akute Abstol3ungen entwickeln. Bekanntermal3en veranlagt die
primare Nichtfunktion (die in unserer Serie HIF-negativ ist) zur akuten AbstoRungen
[Ubersicht in Halloran]. Die Fallzahl in unserer Serie war zu gering, um einen solchen
Zusammenhang beweisen zu kdnnen. Es zeigte sich jedoch ein Trend zu wenigeren
Abstof3ungen in HIF-positiven Nieren.

Uberraschend waren 1 bis 2 Wochen nach Transplantation etliche gut
funktionierende Nieren, unabhangig von der Histologie, HIF-positiv. Dagegen waren
vergleichbare Nieren nach 3 Monaten ublicherweise HIF-negativ. Mégliche Ursachen
dafur sind héhere Dosen von Calcineurin-Inhibitoren in der Anfangsperiode, hohere
Glukokortikoiddosen, Zytokine, Wachstumsfaktoren (z.B. im Rahmen einer
kompensatorischen Hypertrophie) oder andere Faktoren. Unsere Daten legen aber auch
die Vermutung nahe, dall 3 Monate nach Transplantation ein O,-Gleichgewicht
herrscht. Dieses Gleichgewicht wird moglicherweise wahrend akuter Abstof3ung gestort,
oder aber entzindliche Zytokine [Krams et al] fiuhren wahrend akuter Abstol3ung zur
normoxischen HIF-Aktivierung. Histologisch ist die Entziindung der HIF-positiven

Absto3ung nicht zu unterscheiden von der (in unserer Serie grundsatzlich HIF-
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negativen) Borderline-Veranderung [Racusen et al]. Ferner haben mRNA-Studien
gezeigt, dald inflammatorische Zytokine lokal selbst in funktionell und morphologisch
unauffalligen Transplantnieren hochreguliert sind [Roberts et al]. Es gibt also Griinde zu
der Annnahme, daR HIF in abstoRenden Transplantaten tatsédchlich Ausdruck einer
Hypoxie ist. In diesem Fall kdnnte die Nierenfunktionseinschrdnkung von tubularer
Hypoxie mit nachfolgender Aktivierung der tubulo-glomeruldren Rulckkopplung
[Ubersicht in Schurek und Johns] herriihren.

Da sowohl Parenchym- als auch Entziindungszellen HIF wahrend der Abstol3ung
exprimieren, ist es denkbar, dalR HIF eine doppelte Rolle spielt: einerseits
Organprotektion, andererseits Forderung der Abstof3ung.

3.7 Therapeutische Eingriffsmdglichkeiten tber das HIF-System

Unsere Publikationsreihe belegt an verschiedenen Schadigungsmodellen, dafd
HIF und Zellschaden umgekehrt miteinander korrelieren. Dartber hinaus scheint bei
akuter Schadigung das HIF-System nur vorubergehend aktiviert zu sein und sich,
maoglicherweise durch PHD im Sinne einer negativen Rickkopplungsschleife, selber zu
deaktivieren. Eine Hemmung der PHD erscheint deshalb ein vielversprechendes
therapeutisches Vorgehen.

In Canada wurden in den 1960er Jahren gehauft Félle von Kardiomyopathie und
Polyglobulie beobachtet, die mit dem Genul3 von bestimmten Biersorten in
Zusammenhang gebracht werden konnten [Ubersicht in Barceloux]. Es stellte sich
heraus, daR dem Bier Co*-lonen als Entschaumungsmittel beigesetzt waren. Aus
heutiger Sicht ist anzunehmen, daR durch Co?*-lonen die PHD von renalen Fibroblasten
gehemmt wurde, diese wiederum Uuber HIF-2aa EPO hochregulierten, was die
Blutbildung steigerte. Dies kann als der erste Beleg flir eine pharmakologische HIF-
Aktivierung gelten, wenn auch unspezifisch und mit erheblichen unerwiinschten

Nebenwirkungen.
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Mittlerweile stehen neue synthetische Hemmer der PHD zur Verfiigung, die sich
teilweise bereits in vorklinischer Testung befinden [Ubersicht in Macdougall]. Im
Rattenversuch konnten solche Substanzen das akute ischamische Nierenversagen
[Bernhardt et al] und den Organschaden in der isoliert perfundierten Niere abmildern
[Rosenberger et al, unpublizierte Daten], und das Uberleben nach Nieren-
Allotransplantation verbessern [Eckardt et al, unpublizierte Daten].

Aber auch EPO, dessen organprotektive Effekte im Tierversuch gut belegt ist
[Bahlmann et al, Inamura et al; Ubersichten in Chatterjee, Fisher], kann im Sinne einer
positiven Rickkopplungsschleife in das HIF-System eingreifen. Zumindest ein Teil der
organprotektiven Wirkung des EPO konnte dber PI3K, Steigerung der HIF-
Proteinsynthese und somit der hypoxischen HIF-Aktivierung erfolgen.

Abschliel3end, liefert die Publikationsserie eine Reihe von Anhaltspunkten fir
eine Nutzung der pharmakologischen HIF-Aktivierung zur Nierenprotektion bei akuter

Schadigung.
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ERKILARUNG

§ 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklire ich, daf3

weder frither noch gleichzeitic ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt oder
angemeldet wird bzw. wurde,

welchen Ausgang ein durchgefiihrtes Habilitationsverfahren hatte,

die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfaBt, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die Zusammenarbeit
mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskriften
sowie die verwendete Literatur vollstindig in der Habilitationsschrift angegeben
wurden.

mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Berlin, 17.12.2007 //,.,/%f -

Unterschrift
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