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1. Das Akute Nierenversagen

Das akute Nierenversagen hat viele unterschiedliche Definitionen und eine bisher recht
uneinheitliche Klassifikation. Eine Untersuchung fand lber 35 unterschiedliche Definitionen in der
wissenschaftlichen Literatur [1]. Sogar die pathophysiologischen Grundlagen sind noch lange nicht
erschopflich und detailliert erforscht, von einer absolut einheitlichen Definition und einheitlichen
diagnostischen Kriterien abgesehen [2]. Zumindest die RIFLE-Kriterien stellen eine sinnvolle und
praktikable Klassifikation fur die klinische Anwendung dar. Nach den neuen Erkenntnissen ist es
notwendig geworden, den Begriff ,akutes Nierenversagen” (ANV, engl. acute renal failure [ARF])
auf Grund seiner uneinheitlichen Anwendung durch den Begriff , akute Nierenschadigung” (engl.
acute kidney injury [AKI]) zu ersetzen [3],[4], da dieser Begriff den Ursachen, den
pathophysiologischen Vorgangen und Veranderungen gerechter wird. Dieser Begriff beschreibt ein
Syndrom, dessen Spektrum von kleinen, kaum messbaren Veranderungen der Nierenfunktion bis
hin zum totalen Nierenversagen mit indizierter Nierenersatztherapie reicht. Akute
Nierenschadigung ist daher nicht gleich akutes Nierenversagen und auch nicht gleich akute

Tubulusnekrose (ATN), sondern beinhaltet Elemente beider Entitdten und noch weitere [5].

1.1. Definition der Akuten Nierenschadigung

Der Begriff akute Nierenschadigung beschreibt eine Erkrankung der Niere bzw. ein Syndrom mit
akutem Beginn und einem raschen und potentiell lebensgefahrlichen Verlauf, wenn nicht schnellst
moglich die adaquate Therapie begonnen wird [6]. Dabei lassen sich klinisch folgende drei
Phanomene beim Patienten beobachten: es kommt zu einer anhaltenden relevanten Reduktion der
glomeruldren Filtrationsrate (GFR) innerhalb weniger Stunden bis Tage, die mit einer Oligurie
(Urinproduktion < 500ml/24 Stunden [7]) bzw. Anurie (Urinproduktion < 100 ml/24 Stunden [7])
einhergeht und es lasst sich ein Anstieg des Serumkreatininspiegels > 50 % des Ausgangswertes [7]
bis hin zum Anstieg des Serumharnstoffes bzw. anderer harnpflichtiger Substanzen feststellen.
Dabei muss allerdings berlicksichtigt werden, dass bei bis zu 30 % der Patienten auch eine normale
Harnproduktion oder gar eine Polyurie auftritt und in diesen Fillen keine Anderung der Diurese
beobachtet werden kann [2, 6, 7]. Zusétzlich tritt eine Stérung des extrazelluldaren Kompartimentes
in Form von Elektrolytverschiebung, Veranderungen der Menge freien Wassers und Retention
stickstoffhaltiger Metaboliten ein. Als weitere Komplikation ist mit einer Stérung des Saure-Basen-
Haushaltes zu rechnen. Ebenso kdnnen die Synthese des Renins, des Erythropoetins und die

Vitamin-D3-Decarboxylierung beeintrdchtigt sein. Dabei ist die akute Nierenschadigung prinzipiell




reversibel, wenn die Ursachen erkannt und beseitigt werden [6]. Die vor einigen Jahren durch
mehrere Fachgesellschaften, hier v.a. durch die Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI), festgelegten
RIFLE-Kriterien (s. Abb. 1), bieten einen Konsensus in der Diagnostik der akuten Nierenschadigung.
Die RIFLE-Kriterien sind wie bei den anderen beiden groRen Erkrankungsentititen der
Intensivmedizin, namlich die Sepsis und das ARDS, standardisiert und allgemeingiiltig festgelegt, um
Vergleichbarkeit und eine einheitliche Diagnose- und Therapiebasis sicherzustellen. Dabei ist RIFLE
ein Akronym fir drei Schweregrade, namlich Risk (engl. Risiko), Injury (engl. Schaden) und Failure
(engl. Ausfall) und zwei Outcome-Grade, namlich Loss of renal function (engl. Verlust der
Nierenfunktion) und End Stage Kidney Disease (engl. terminale Nierenerkrankung). Die Einteilung in
drei Schweregrade basiert auf Verdanderung der Serumkreatinin-Konzentration oder der Diurese.

Die Outcome-Grade beziehen sich auf die Dauer der Nierenfunktionsstorung [8, 9].

GFR Criteria*

Urine Output Criteria

..............................................................................................

Injury

----------------------------------------------------------------------------------

Failure

Abb. 1: RIFLE-Kriterien

2004 konnte erstmals ein Konsens durch die ADQI (Acute Dialysis Quality Initiative) veroffentlicht
werden, die sog. RIFLE-Kriterien. SCreat = Serumkreatinin, UO = Urinoutput/Diurese, GFR =
glomerulare Filtrationsrate, aus Bellomo et al. [9].




1.2. Epidemiologie der akuten Nierenschadigung

Auf Grund der vielen Definitionen und Diagnosekriterien der akuten Nierenschadigung finden sich
in der wissenschaftlichen Literatur zum Teil sehr unterschiedliche Angaben zu Inzidenz und
Pravalenz. So zeigte eine grofle Studie aus dem Jahr 2006, dass sich im Zeitraum von 1988 bis 2002
die Inzidenz der akuten Nierenschadigung vervierfacht hat, ndmlich von 610 auf 2880 pro 1.000.000
Einwohner [10], wadhrend sich die Anzahl stationdrer Aufnahmen wegen akuter Nierenschadigung
von 1995 bis 2007 in den USA stetig auf das sechsfache des Ausgangsniveaus vergrofert hat (s.
Abb. 2).
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Abb. 2: Anteil der stationdren Aufnahmen auf Grund akuter Nierenschéidigung (AKlI) von 1995
bis 2007 mit bzw. ohne Dialyse. Der Anteil der hospitalisierten Patienten mit akuter
Nierenschadigung an der Gesamtzahl stationdrer Patienten hat sich innerhalb von 12 Jahren
mehr als versechsfacht [11].

Andere Autoren gehen davon aus, dass 5 — 40 % aller hospitalisierten Patienten ein akutes
Nierenversagen entwickeln [6, 12], bzw. bis zu 30 % aller Patienten, die auf Intensivstationen
behandelt werden [6], bei einer unakzeptabel hohen Mortalitdt zwischen 15 und 60 % [13-15].
Kommen weitere komplizierende Faktoren wie etwa ein vorliegendes Multiorganversagen (MOV,

v.a. bei Patienten mit arterieller Hypotension) oder ein ARDS (engl. acute respiratory distress




syndrome) hinzu, so steigt die Mortalitat auf bis zu 80 % [16-20]. Desweiteren kann die Auspragung
der akuten Nierenschadigung so deutlich sein, dass 20 bis 60 % der Patienten im akuten
Nierenversagen einer Nierenersatztherapie, in erster Linie der Dialyse, zugeflihrt werden
miussen[21, 22]. Die akute Nierenschadigung ist dabei ein unabhangiger Risikofaktor fiir den Tod
und kann in einigen ungiinstigen Fallen zum chronischen Nierenversagen fiihren. Daher sind mit
der akuten Nierenschadigung auch hohe Kosten im Gesundheitswesen verbunden, die sich vor
allem durch die Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie (Dialyse und Transplantation) ergeben

[23, 24].

1.3. Atiologie der Akuten Nierenschidigung

Wie bereits erwdhnt missen einige Voraussetzungen erfillt sein, um von einer akuten

Nierenschadigung sprechen zu kénnen. Grundsatzlich hat sich eine Einteilung in

e prarenale
e intrarenale oder intrinsische

e und eine postrenale akute Nierenschadigung bewahrt.

Dabei ist die prarenale Lasion die haufigste Form, die zu 55 — 60 % auftritt, gefolgt von intrarenalen
Ursachen mit ca. 35 — 40 % und die seltenste Ursache, das postrenale Nierenversagen mit rund 5 %
der Gesamtfdlle [6, 7]. Die prarenale akute Nierenschadigung ist zunachst als eine Art
physiologische Reaktion auf eine arterielle Hypoperfusion zu sehen, welche bei milder arterieller
Minderperfusion und prompter Reperfusion rasch reversibel ist und folgenlos abheilt. Schaden der
tubuldren und glomerularen Strukturen sind primar nicht zu finden, anders beim intrarenalen
akuten Nierenversagen. Es handelt sich um eine ischamische Erkrankung, das heil3t eine Erkrankung
basierend auf einer gestorten, oder ungeniigenden Durchblutung. Kommt es aber, im Gegensatz
zur erwahnten passageren Ischdamie, zu einer totalen Ischdamie, so wirkt sich diese auf das
Nierengewebe deutlich drastischer aus und dies fiihrt beim Patienten zu einer stark aggravierten
Form des akuten Nierenschadens. Bei dieser Form der akuten Nierenschadigung findet auch ein
nahtloser Ubergang vom prirenalen zum intrarenalen akuten Nierenschaden statt, bei dem nach
Definition auch morphologische Korrelate der akuten renalen Schadigung zu finden sind. Der
entstehende morphologische Schaden ist dabei im Wesentlichen auf die Hypoxdmie sowie die
Mangelversorgung mit frischen Metaboliten und Oxidationsmitteln zurtickzufiihren [6]. Zu den
Ursachen der renalen Ischdamie bzw. des prarenalen akuten Nierenschadens gehort in erster Linie

die akute Hypovolamie, also der Schock durch starke und rasche Blut- und Flissigkeitsverluste.




Auch der Niereninfarkt bzw. eine Aortendissektion kénnen zu einer Verlegung der A. renalis flihren.
Je nach Ausmal? der Verlegung kann es zu einer totalen Ischdmie der Nieren kommen. Dies ist ein
unumgangliches Problem in der Transplantationsmedizin, bei der nach einer arztlich
herbeigeflihrten totalen Ischamie das Spenderorgan im Empfanger verpflanzt wird. Tabelle 1 zeigt
eine Ubersicht der Ursachen einer akuten prirenalen Schidigung, bzw. des prirenalen akuten

Nierenversagens.

Tabelle 1: Ursachen des prirenalen akuten Nierenversagens [6]

I. Hypovolamie
A Hamorrhagie, Verbrennung, Dehydratation
B Gastrointestinaler Flissigkeitsverlust: Erbrechen, Diarrhd, chirurgische Drainage
C Renaler Flissigkeitsverlust: Diuretika, osmotische Diurese (z.B. Diabetes Mellitus)
D Volumenverschiebung in das extravasale Kompartiment bei Peritonitis, Trauma, schwerer Hypoalbumindmie
Il. Vermindertem Schlagvolumen/Herzzeitvolumen
A Erkrankungen des Myokards, der Herzklappen und des Perikards, Herzinsuffizienz
B Andere: Pulmonale Hypertonie, Lungenembolie, maschinelle Beatmung
lll. Veranderungen des Verhaltnisses renaler zu systemischer GefaRwiderstand
A Systemische Vasodilatation: Sepsis, antihypertensive Therapie, Anaphylaxie, Andsthesie
B Renale Vasokonstriktion: Hyperkalzamie, Katecholamine, Cyclosporin, Tacrolimus, Amphotericin B
C Leberzirrhose und Aszites (Hepatorenales Syndrom)
IV. Renale Hypoperfusion und Beeintrachtigung der Autoregulation
COX-Hemmer, ACE-Hemmer
V. Hyperviskositatssyndrom (Multiples Myelom, Polyzythamie)

Die intrarenale akute Nierenschadigung, oder manchmal auch intrinsisches akutes Nierenversagen
genannt, hat als Ursache eine Erkrankung des Nierenparenchyms, oder aber auch Erkrankungen der
intrarenalen Gefalle und der Glomeruli. Diese GefdaRerkrankungen teilt man ein in Erkrankungen
der groRen GefdaRe, also makrovaskulare Erkrankungen, bzw. der kleinen GefdRe, also
mikrovaskuldre Erkrankungen. Ein akutes Nierenversagen ldsst sich daher auch durch
Koagulopathien, wie der disseminierten intravasalen Koagulopathie (DIC) im Rahmen einer Sepsis,
erklaren. Desweiteren gehoren auch interstitielle Nephritiden und Glomerulonephritiden dazu. Die
akute Tubulusnekrose (ATN) soll an anderer Stelle griindlicher erldutert werden. Klassisch wird eine
toxische von einer ischamischen unterschieden. Es ist bereits bekannt, dass manche Pharmaka bzw.

Toxine im Zusammenwirken mit einer ischdmischen Nierenschadigung ebenfalls ein akutes



Tabelle 2: Ursachen der intrinsischen akuten Nierenschéddigung [6]

I. Renaler GefdRverschluss, Makrovaskuldare Erkrankungen
A Nierenarterienverschluss: Thrombose, Embolie, GefaRdissektion, Vaskulitis
B Nierenvenenverschluss: Thrombose, Kompression
Il. Mikrovaskulare Erkrankungen und Erkrankungen der Glomeruli
A Glomerulonephritis und Vaskulitis
B HUS, TTP, DIC, SLE, Gestose, Strahlennephritis
lll. Akute Tubulusnekrose (ATN)
A Ischamie (vgl. Prarenales ANV)
B Toxine
1. exogen: RKM, Cyclosporine, Antibiotika (Aminoglykoside), Chemotherapeutika (Cisplatin)
2. endogen: Rhabdomyolyse, Hdmolyse, Harnsaure, Oxalat
IV. Interstitielle Nephritis
A allergisch: Antibiotika (z.B. B-Laktame, Sulfonamide, Trimethoprim, Rifampicin), NSAID, Diuretika, ACE-Hemmer
B Infektion: bakteriell (z.B. akute Pyelonephritis, Leptospirose), viral (CMV), Pilze (Candida)
C Infiltration (Lymphom, Leukédmie, Sarkoidose)
D idiopathisch
V. Intratubulare Deposition und Obstruktion
Immunglobuline, Harnsaurekristalle, Oxalat, Acyclovir, Methotrexat, Sulfonamide
VI. NierentransplantatabstoBung

Nierenversagen herbeiflihren kdnnen. Es kombiniert sich dabei die ischdamische Schadigung mit der
Wirkung des Pharmakon beziehungsweise des Toxins. Zusammen kann das in einem ANV
resultieren, vor allem bei schwerkranken Patienten mit Sepsis, Leukdmien oder auch AIDS [25, 26].
Antibiotika wie Aminoglykoside, Sulfonamide und Penicilline, die eine interstitielle Nepbhritis
auslosen, kénnen auch ein ANV herbeiflihren. Die interstitielle Nephritis ist dabei als allergische
Reaktion auf die Pharmaka zu bewerten [6, 7, 12]. Tabelle 2 zeigt die soeben genannten Griinde, so
wie weitere Ursachen des akuten intrinsischen Nierenversagens. Ein postrenales akutes
Nierenversagen (vgl. Tabelle 3) kann dann entstehen, wenn an einer Stelle der ableitenden
Harnwege der Abfluss gestort ist. Man kann die Ursachen dabei in angeborene und erworbene
Ursachen einteilen. Einer der Hauptgriinde fiir eine Obstruktion der ableitenden Harnwege ist die
benigne Prostatahyperplasie (BPH), Tumoren der Prostata bzw. der Zervix sowie Erkrankungen des
retroperitonealen Raumes [27]. Im Allgemeinen bewirken raumfordernde Prozesse eine
mechanische Obstruktion von aullen, so dass es zum Riickstau des Harns bis in die Nieren geben
kann. Intraluminale Lasionen, Konkremente beziehungsweise Kristalle koénnen ebenfalls zur
Entstehung eines ANV beitragen. Postrenale Ursachen sollten dhnlich den prarenalen schnell
ausgeschlossen beziehungsweise behandelt werden, da die Schadigung und das ANV umso

ausgepragter sind, je langer die Abflussbehinderung anhalt [12].




Tabelle 3: Ursachen des postrenalen akuten Nierenversagens [6]

l. Ureterobstruktion

Konkremente, Koagel, Tumor
Il. Blasenhals

Konkremente, Benigne Prostatahyperplasie, Neurogene Blase, Tumor
lll. Urethra

Striktur, Urethralklappe, Phimose

1.4. Pathophysiologie der ischamischen akuten Nierenschadigung

Wie bereits behandelt, stellt die Ischdmie eine der wichtigsten Ursachen fir ein akutes
Nierenversagen und die akute Nierenschadigung dar. Daher sollen die genauen Vorgange innerhalb
der Nieren und die strukturellen und morphologischen Veranderungen in diesem Abschnitt naher
erldutert werden. Auch soll an dieser Stelle auf die Geschehnisse und Vorgange eingegangen
werden, die unter dem Begriff akute Tubulusnekrose (ATN) zusammengefasst werden. Dabei ist der
Begriff ,ischamische akute Tubulusnekrose” verwirrend und nicht ganz klar. Zum einen kann die
ATN als eigene Krankheitsentitdt betrachtet werden, die eine Form des intrarenalen ANV darstellt.
Zum anderen aber kann die ATN als das Ergebnis einer ausreichend lang anhaltenden
Hypoperfusion, oder einer totalen Ischdmie bei volligem Sistieren der arteriellen Perfusion des
Gewebes betrachtet werden. Tatsache ist, dass es bei einem ischamischen Insult des
Nierengewebes zu Nekrosen im Bereich des tubuldren Epithels kommt. Jedoch miissen dabei langst
nicht alle Tubulusepithelzellen betroffen sein. Ein Teil stirbt den nekrotischen Zelltod, ein anderer
Teil hat das Stadium der Nekrose noch nicht erreicht und ist lebendig. Entweder sind diese
Epithelzellen dann véllig gesund und intakt, oder sie sind zwar beschadigt, aber der Schaden ist von
der Zelle reparierbar. Eine dritte Moglichkeit neben Nekrose oder reversibler hypoxamischer
Schadigung ist die Apoptose. So kdnnen Tubulusepithelzellen nach einer Ischamie der Nieren
beobachtet werden, die offenbar trotz gravierender Hypoxie noch dazu in der Lage waren, den
programmierten Zelltod zu sterben [28]. Was sind also die Vorgdnge und Verdnderungen im
Nierengewebe, wenn die arterielle Perfusion kritisch reduziert ist oder gar vollig sistiert? Und was
geschieht mit dem ischamisch geschadigten renalen Gewebe im postischdmischen Stadium, also

wenn die Reperfusion erfolgt ist?




Das ischamische akute Nierenversagen geht im Allgemeinen in drei Phasen vor sich: die erste
Phase, auch Initialphase oder Anfangsphase genannt dauert wenige Stunden bis ca. ein Tag. Dabei
spielen sich vorrangig alle Vorgdnge ab, die zur Entstehung von strukturellen und funktionellen
Schaden beitragen, die weiter unten genauer beschrieben werden. In Folge dessen kommt es zur
Abnahme der GFR, des Filtrationsdruckes und der renalen Perfusion. Der morphologische Schaden
entsteht dabei vorranging im proximalen Tubulus beziehungsweise im S3-Segment desselben und
im Bereich der dicken aufsteigenden Henle’schen Schleife. Die Initialphase ist durch Reperfusion
reversibel [6]. Dem schlieBt sich die sogenannte Erhaltungsphase oder Maintenancephase (engl.
maintenance, Erhaltung, Beibehaltung) an. Diese Phase dauert eine bis zwei Wochen. Der Ischamie-
und Reperfusionsschaden reift dabei aus, die GFR stabilisiert sich in dieser Zeit. Die Diurese
befindet sich in der Erhaltungsphase am Tiefpunkt und klinisch manifestieren sich in dieser Phase
uramische Komplikationen. Als letztes tritt dann die Phase der Erholung ein. Es kommt dank der
einzigartigen Regenerationsfahigkeit der Niere zur Proliferation und Ausheilung des renalen
Tubulusepithels und damit im giinstigsten Fall zum Wiederanstieg der GFR und zur Normalisierung
der Diurese [6]. Diese recht grobe Beschreibung der Vorgange im Rahmen von Ischdmie und
Reperfusion soll nun etwas detaillierter betrachtet werden. Man kann davon ausgehen, dass die
Niere auf Grund ihrer Architektur ein Organ ist, das sehr sensibel auf Hypoxie reagiert [29]. Der
mikrovaskuldre Aufbau dient zum einen, den hohen Sauerstoffbedarf des proximalen
Tubulusapparates zu decken, zum anderen den zur Harnkonzentration notwendigen osmotischen
Gradienten der Vasa recta im Nierenmark aufrechtzuerhalten [30]. Auf Grund des hohen
Sauerstoff- und Energiebedarfs des proximalen Tubulus wird die Niere mit ca. 20-25 % des
Herzminutenvolumens (HMV) durchblutet, obwohl ihr Gewicht nur ca. 0,5 % des
Gesamtkorpergewichts ausmacht. Unter normalen Bedingungen konsumiert der proximale Tubulus
bis zu 80 % des arteriellen Sauerstoffs. Die Energie, die mit der Reduktion des Sauerstoffes
generiert wird, wird dabei vor allem durch die Aktivitit der Na’/K’-ATPase des proximalen
Tubulusepithels verbraucht. Mit Hilfe der lonenpumpen ist das Tubulusepithel in der Lage, 2/3 des
NaCl aus dem Primarfiltrat zu resorbieren. Der hohe Sauerstoffverbrauch erklart den groRen
Gradienten des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes zwischen renalem Kortex und Medulla. Der
arterielle pO, betragt im Kortex ca. 70 mmHg und fallt auf ca. 20 mmHg im Bereich des
Nierenmarks [31, 32]. Zusammenfassend hidngt die addaquate Versorgung mit Sauerstoff vom
Gleichgewicht zwischen ausreichendem Sauerstofftransport und dem renalen Sauerstoffverbrauch
ab, der hauptsachlich von der Aktivitat der lonenpumpen bestimmt wird [30]. Eine Hypoxie ist
definiert als Sauerstoffmangelzustand, also ein Sauerstoffbedarf, der durch ungeniigende
Versorgung mit Sauerstoff nicht gedeckt ist [33]. Kommt es nun zu einer partiellen Unterversorgung

mit arteriellem Blut beziehungsweise zu einer totalen Ischamie, kann man eine Fille an




Veranderungen innerhalb der Niere beobachten. Was bisher an biochemischen und strukturellen
Vorgangen bekannt und relativ gut erforscht ist soll im Folgenden dargestellt werden. Die Summe
struktureller und biochemischer Anderungen fiihrt zunichst zu einer Vasokonstriktion im
betroffenen Bereich, vor allem bedingt durch eine Stérung der empfindlichen Balance vasoaktiver
Substanzen [28]. Fallt der mittlere renale Perfusionsdruck unter die kritische Grenze von ca. 80
mmHg, sind die autoregulatorischen Moglichkeiten zur Aufrechterhaltung einer geregelten
Perfusion und konstanten GFR erschopft. Das postglomerulare Kapillarbett, bzw. die peritubularen
GefaRe erleiden folglich einen verminderten Blutfluss und einen reduzierten Perfusionsdruck, die
Tubuli bleiben aber zunachst noch intakt. Erst eine langer anhaltende oder schwere Ischamie fihrt
dann zu strukturellen Schaden an den Tubuli. Es kommt zu einer Desquamation, also einer
Abschilferung von Tubulusepithelzellen in das tubuldre Lumen, was zu einer Verstopfung des
Lumens fihrt. Die tubuldre Schadigung fihrt folglich zu einer unkontrollierten transtubuldren
Absorption des glomeruldren Filtrats in das renale Interstitium (engl. transtubular back-leakage)
[12, 34, 35]. Betroffen sind dabei v.a. Regionen im duReren Nierenmark, wo prinzipiell ein hoherer
Sauerstoffbedarf auf Grund der hohen biochemischen Aktivitdt des Tubulusepithels herrscht. Die
Ischdmie fihrt dort zum Anschwellen von Tubulusepithelzellen, was sich zusatzlich negativ auf die
peritubuldare Mikrozirkulation auswirkt und letztlich in Kompression der peritubuldaren Gefalle und
zusatzlicher Hypoperfusion endet [12]. In der friihen Phase der Ischdmie kommt es zum raschen
Mangel an Adenosintriphosphat (ATP), was kritische Anderungen im Zellstoffwechsel zur Folge hat,
gerade in Zellen bzw. Bereichen mit hohem Energiebedarf. Es kommt zum Verlust der Zellpolaritat
und zu strukturellen Veranderungen des Zytoskelettes in der Art, dass die apikal gelegenen
Strukturen, v.a. der Biirstensaum des Tubulusepithels disloziert und in das Tubuluslumen verloren
geht [28]. Zellen des proximalen Tubulusepithels verdandern sich desweiteren durch Verlust der
interzellularen Adhasionsmolekiile wie den Tight junctions und Integrine, beziehungsweise deren
Bestandteile. Die bei gesunden Tubulusepithelzellen basolateral gelegene Na'/K'-ATPase
transloziert nach apikal, was zur Abnahme des an Na* gekoppelten vektoriellen Transportes fiihrt
und sich auch negativ auf die Natriumriickresorption auswirkt. In Folge der gerade genannten
gravierenden strukturellen Verdnderungen, kommt es zur Auflosung der Epithelintegritat und zur
bereits genannten Desquamation. Die abgeschilferten Tubulusepithelzellen, lebendig wie tot, so
wie deren Bestandteile verlegen das Tubuluslumen. Dabei entstehen gipsartige Formationen (engl.

cast formation), die das Tubuluslumen vollstandig auskleiden [28].




Abb. 3: Typisches histopathologisches Bild der akuten ischdmischen Tubulusnekrose

Bei ischdamischer Nierenschadigung entsteht das Bild der akuten Tubulusnekrose. Erkennbar sind
abgeflachte Epithelzellen des proximalen Tubulusapparates (=), nekrotische, teils vakuolisierte
Tubulusepithelzellen (*), sowie abgeschilferter Zellschutt (#), der sich im Tubuluslumen ansammelt
und das Lumen verlegt. A HE-Farbung, VergroRerung 200 x; B PAS-Farbung, VergroRerung 400 x,
aus Atlas of Renal Pathology No. 1 [36]. C Zum Vergleich das gesunde Nierengewebe, PAS-Farbung,
VergroRerung 200 x (eigener Schnitt).
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Abb. 4: Schaden und Regeneration des Tubulusepithels bei ischdmischer Nierenschédigung

Nach Ischamie und Reperfusion kommt zu einer Fille an morphologischen Veranderungen im
Bereich der proximalen Nierentubuli. Dazu zahlen der Verlust des Birstensaumes, Verlust der
Zellpolaritat und eine Umverteilung von Integrinen und der Na'/K*-ATPase von basolateral nach
apikal. Gesunde, nekrotische und apoptotische Epithelzellen schilfern in das tubulare Lumen ab und
bewirken u.a. die Entstehung gipsartiger Formationen und sind der Hauptgrund fiir die funktionelle
Einschrankung der Nierenfunktion bzw. des ANV. Allerdings kann sich das Gewebe bei Reperfusion
im Laufe der Zeit wieder vollstindig regenerieren, was wohl auch auf die Beteiligung von
Wachstumshormonen (engl. growth factors) zuriickzufiihren ist. Aus Thadhani et al. [12].
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Einen weiteren Beitrag zur Entstehung der so eben genannten gipsartigen Formationen, oder casts
liefert das Tamm-Horsfall-Protein. Dieses normalerweise im Bereich der Henle’schen Schleife
sezernierte Protein polymerisiert, beziehungsweise prazipitiert gelartig im Tubuluslumen durch die
gesteigerte intratubulire Na'-Konzentration, die durch eine unzureichend funktionierende
Natriumabsorption bedingt ist [35, 37] (s. Abb. 3 und 4). Der ATP-Mangel fihrt aber auch zur
Aktivierung von Phospholipasen und schadigender Proteasen mit der Konsequenz, dass oxidativer
Stress auf die Zellen, vor allem bei Reperfusion des ischamisch geschadigten Gewebes einwirkt und
den entstandenen Schaden noch weiter intensivieren kann. Ahnliche Effekte hat die Ischdmie aber
nicht nur auf die Tubulusepithelien, sondern auch auf die Endothelzellen der peritubuldren
Kapillaren. Der oxidative Stress wirkt zusammen mit einer Balancestérung vasoaktiver lokaler
Hormone, mit Uberwiegen vasokonstriktiver Substanzen, wie beispielsweise Endothelin. In Folge
dessen kommt es neben einer Vasokonstriktion zu zusatzlicher Hypoperfusion und zur Expression
von Adhéasionsmolekiilen [28]. Diese sind essentiell fiir die Leukozyten, um in das ischamisch
geschadigte Gewebe infiltrieren zu kdnnen. Dabei werde sie in ihrer destruktiven Aktivitat
gesteigert von lokalen Zyto- und Chemokinen, die aus dem Bereich der ladierten Tubulusepithelien
stammen [3], was etwas spater in dieser Arbeit behandelt werden soll. Die Rolle der Immunzellen
ist dabei wichtig flir das Verstiandnis der weiteren Gewebeschadigung, die vor allem bei der
Reperfusion entsteht. Biochemisch sind vor allem Folgende Verdnderungen bei Ischdmie von
Bedeutung: der initiale ATP-Mangel bewirkt auch einen Anstieg der zytosolischen Ca®'-
Konzentration. Dies filhrt im Bereich der GefdRe ebenfalls zu einer Vasokonstriktion und hat
daneben auch Effekte auf den Zellstoffwechsel. Das Kalzium kann dabei eine Rolle bei der
Aktivierung von Proteasen und Phospholipasen spielen, die wiederum destruktive Effekt auf das
Zytoskelett ausliben. Auch hat das Kalzium die Fahigkeit, mit dem mitochondrialen Stoffwechsel auf
storende Art und Weise zu interagieren. Obwohl| der Ca’*-Anstieg einen der frithen Effekte bei
Ischamie ausmacht, ist es nicht wirklich klar, welchen Wert dessen Beitrag am ischamischen
Schaden der Tubulusepithelzellen tatsdchlich hat [12]. Einen weiteren Beitrag zur ischdamischen
Schadigung des Nierengewebes bringt die Entstehung der reaktiven Sauerstoffspezies (engl.
reactive oxygen species — ROS) bei. Dabei entstehen diese, auch unter dem Namen
Sauerstoffradikale bekannten, reaktionsfreudigen Metaboliten vor allem nach plétzlicher
Reperfusion. Multiple Enzymsysteme wie die Cyclooxigenase, Xanthinoxidase, Oxidasen des
endoplasmatischen Retikulums und leukozytdre Enzyme der infiltrierenden neutrophilen
Granulozyten sind an der Entstehung der reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt [12]. Die Ischdmie
bewirkt aber auch eine Disbalance der Purine, die sich nicht nur auf die Neubildung von ATP durch

eine fehlende Adenosinversorgung auswirkt. Auch andere Purine wie
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Abb. 5: Pathophysiologie der akuten ischdmischen Nierenschddigung

Die renale Ischdamie flhrt zu einer schweren Schadigung des Nierenparenchyms, allen voran der
Tubulusepithelien. Die destruktive Wirkung auf Tubuluszellen ist dabei direkte Folge von
Verdnderungen des intra- und extrazellularen Stoffwechsels, die unter Ischdmie auftreten. Der
Gewebeschaden wird aber erst durch die entstehende Entziindung und vaskuldre Beteiligung
potenziert. Aus Abuelo, J. Gary [3].

Xanthin, Inosin, die neben Adenosin aus den nekrotischen Zellen freigesetzt werden, bewirken eine
Vasokonstriktion der intrarenalen Arteriolen und koénnen an der Entstehung der reaktiven
Sauerstoffspezies beteiligt sein [12]. Auch die Familie der Phospholipasen, v.a. Phospholipase A, libt
einen destruktiven Effekt auf Tubulusepithelzellen aus. Die Phospholipase A, hydrolysiert
Phospholipide und setzt dabei Anionen der Fettsduren frei, welche die umgebenden Zellen bei
ausreichender Konzentration beschadigen oder gar zerstoren konnen. Die aktivierte Phospholipase
beeinflusst die Membranpermeabilitdt, sowohl der Zellmembran, als auch der mitochondrialen
Membran, mit entsprechendem Effekt auf den intrazelluldren Energiehaushalt. Ganz allgemein
kann die Peroxidation von Membranlipiden, die durch Ischamie und Reperfusion aktiviert wird,
bewirken, dass der Phospholipase eine groRe Menge an Substrat zur Verfliigung steht. Die dabei
auch freigesetzte Arachidonsaure, die dann zu diversen Eicosanoiden verstoffwechselt wird, tut ihr

Ubriges. Es kommt zur Vasokonstriktion und zur Chemotaxis von Leukozyten [12]. Abbildung 5 zeigt
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eine Ubersicht der intrarenalen Vorgénge bei Ischdmie und Reperfusion. Die Summe aller Vorginge
wahrend einer Nierenischdmie bewirkt letztlich eine gravierende Einschrdankung der
Nierenfunktion, deren Ausmalf} das klinische Bild deutlich pragt. Dabei ist klar zu erkennen, dass die
Wiederherstellung einer geregelten Nierenperfusion und die damit verbundene Restauration des
arteriellen Blutflusses aber nicht nur vorteilhaft sind. Wie man gleich sehen wird, ist mit der
Reperfusion auch ein fortgesetzter und weiterhin aktiver schadigender Prozess verbunden. Dabei
spielt das angeborene Immunsystem die entscheidende Rolle, das dem ischamischen Gewebe, bei
Einsatz der Reperfusion, weiteren Schaden zufligt. Trotz aller Schadigung des Nierengewebes hat
dieses Organ dennoch im Vergleich zum Herzen oder dem Gehirn, bei dem der ischdmische
Zellschaden unumkehrbar ist, die einzigartige Fahigkeit zur Regeneration. So finden sich
charakteristischerweise in humanen Nieren, die ein akutes Nierenversagen durchgemacht haben,
rege Mitose und Epithelzellregeneration. Das konnte auf die hohe lokale Expression an
Wachstumshormonen (engl. growth factors) zuriickzufiihren sein, die in postischamen Nieren
nachgewiesen werden konnte [38] (vgl. Abb. 4). Die Rolle der einzelnen Komponenten des
Immunsystems, allen voran die Prozesse und Auswirkungen durch das angeborene Immunsystem

sollen im folgenden Kapitel ndher erldutert werden.

2. Die Rolle des Immunsystems bei Ischimie und Reperfusion

In der letzten Zeit ist ein neues Konzept des ischdmischen akuten Nierenversagens entstanden, bei
dem die Aufmerksamkeit und das Interesse mehr und mehr auf die immunologischen Prozesse
innerhalb der ischamischen Niere gelenkt wurden. Es zeichnet sich zur Zeit ein klares Bild innerhalb
des Verstandnisses zu Ischamie und Reperfusion ab, das zeigt, wie dieser Schaden zu einem sehr
grofRen Teil durch verschiedene Bestandteile des Immunsystems verursacht wird. Vor allem das
angeborene Immunsystem spielt dabei eine wichtige Rolle. Mit Beteiligung von Zyto- und
Chemokinen kommt es zur Aktivierung des Immunsystems. Neutrophile Granulozyten und
Makrophagen gelangen zum Ort des Geschehens direkt aus der Blutbahn, u.a. herbeigerufen von
renalen dendritischen Zellen und den beschadigten Tubulusepithelzellen. Vereinfacht gesagt flihrt
Ischamie und Reperfusion zu einer Aktivierung des (angeborenen) Immunsystems, die man auch bei
Infektion beobachtet [39-42]. Man beobachtet im Prinzip eine Entziindung, eine charakteristische
immunologische Reaktion, so wie man sie von Infektionen her kennt, nur dass hier keine
Pathogene, im klassischen Sinne, vorliegen. Das durch Ischamie und Reperfusion aktivierte
Immunsystem unterhalt einen fokalen Entziindungsprozess, den man folglich als sterile Entzindung

bezeichnen kann [40].
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2.1. Das Immunsystem

Der menschliche Organismus sieht sich ununterbrochen mit pathogenen Mikroorganismen
konfrontiert, beziehungsweise anderen schadlichen Partikeln aus der Umwelt. Dazu zdhlen
Bakterien, Viren, Pilze, Protozoen und Helminthen. Diese missen erkannt und so schnell wie
moglich effektiv bekdmpft werden. Aber das Immunsystem ist nicht nur in der Lage fremde
Strukturen zu erkennen, sondern auch eigene Strukturen. Dabei diirfen diese nicht einfach zerstort
und eliminiert werden, sondern missen geschont werden. Das Immunsystem kann daher
kérpereigenes Material, das von nekrotischen beziehungsweise apoptotischen Zellen, oder auch
aus traumatisch zerstortem Gewebe stammt erkennen und, wenn erforderlich, eliminieren. Die
Diskrimination zwischen ,Freund” und ,Feind“ ist eine der wichtigsten Aufgaben des
Immunsystems. Unser Immunsystem kann man folglich auch als ,,System der inneren und duBeren

Abwehr“ bezeichnen [43].

Prinzipiell lassen sich zwei Arten innerhalb des Immunsystems unterscheiden, die sich erganzen,
eng interagieren und unscharf voneinander getrennt sind. Zum einen das angeborene oder
unspezifische Immunsystem, zum anderen das erworbene, adaptive oder auch spezifische
Immunsystem. Das angeborene Immunsystem reagiert mit seinem Repertoire an Zellen, Strukturen
und Stoffen sofort auf das Pathogen und bestimmt somit die erste, frilhe Phase einer
Immunantwort. Das adaptive Immunsystem braucht flir eine Reaktion etwas langer, da es
spezialisiert und gerichtet gegen ein Pathogen wirkt. Es ist durch eine hdhere Komplexitat
gekennzeichnet als die angeborene Immunitat. Das erklart auch die Latenz bis zum vollen Entfalten

der adaptiven Immunantwort [44].

2.1.1. Das angeborene Immunsystem

Die erste Abwehrlinie, die ein pathogener Organismus (iberwinden muss, ist hauptsachlich
mechanischer Art. Dazu zdhlen Grenzflichen wie die Haut und Schleimhdute. lhre
Abwehrmechanismen sind zum einen die mechanische Barriere der Haut mit ihrem sauren pH, zum
anderen besitzen die Schleimhdute (Epithelien der Haut, des Verdauungs-, Respirations- und
Urogenitaltraktes) chemische Schutzmechanismen, wie gelostes Lysozym oder unspezifische IgA-

Antikorper.

Die ersten zelluldaren Bestandteile der primaren Immunantwort befinden sich unmittelbar hinter

dieser physisch-chemischen Barriere. |hre wichtigsten Elemente sind neutrophile Granulozyten,
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Monozyten/Makrophagen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen). Neutrophile Granulozyten und
Monozyten bzw. Makrophagen, deren Hauptaufgabe die Phagozytose von Pathogenen ist, wandern
durch das Prinzip der Chemotaxis aus der Blutbahn in das entziindete Gewebe. Dabei sind sie nicht
nur befdhigt Pathogene zu phagozytieren, sondern auch hochreaktive Sauerstoffmetabolite (ROS)
in das entziindete Gewebe zu sezernieren. NK-Zellen dienen der primdren Abwehr von viralen
Infektionen, indem befallene Zellen von ihnen erkannt und in die Apoptose geschickt werden, um

die Virusreplikation zu beenden.

Die Infiltration des entziindeten Gewebes (Chemotaxis) geschieht entlang eines
Konzentrationsgradienten von (pro-) entziindlichen Mediatoren. Diese Entziindungsmediatoren
werden in Chemokine und Zytokine unterteilt. Es handelt sich dabei um I6sliche Substanzen, die
von diversen Zellen des entziindeten Gewebes freigesetzt werden, und die der Aktivierung einer
Immunantwort dienen. Diese kann dann lokal beschrankt sein oder sich systemisch manifestieren.
Es kommt dabei lokal zur Aktivierung des Endothels, das dann die notwendigen Adhasionsmolekiile
zur Leukozytenrekrutierung exprimiert. Diese rollen entlang des aktivierten Endothels und gelangen
mittels Diapedese an den Ort der Entziindung. Auf systemischer Ebene kommt es unter anderem
durch die l6slichen Mediatoren zu Fieberinduktion, gesteigerter Antikorperproduktion, Anregung
der Myelopoese im Knochenmark und Synthesesteigerung der Akute-Phase-Proteine, die in der

Leber gebildet werden [43].

Ein weiteres wichtiges Element der angeborenen Immunitat ist das Komplementsystem. Durch eine
aktivierte proteolytische Kettenreaktion, ahnlich dem Prinzip der Blutgerinnungskaskade, wird am
Ende zum einen ein Pathogen opsoniert und so die Phagozytose seitens der Makrophagen und
Neutrophilen erleichtert. Zum anderen kann das Komplement dazu beitragen, die

Entziindungsreaktion zu erhalten beziehungsweise zu erweitern [44, 45].

Um eine Immunantwort generieren zu kdnnen, ist es fliir den Organismus entscheidend, fremde
Pathogene Uberhaupt erst zu erkennen. Anders gesagt werden Pathogene nur anhand gewisser
Strukturen und Merkmale der pathogenen Oberflache erkannt. Diese sog. PAMP (engl. pathogen
associated molecular patterns) kdnnen beispielsweise Bestandteile der bakteriellen Zellwand sein,
der zelluldren Glykokalyx, oder des Genoms und andere [46]. Fur die Erkennung der PAMP sind
diverse Rezeptoren notig, die in erster Linie von Immunzellen exprimiert werden, aber auch von
Zellen, die nicht primdar dem Immunsystem zugerechnet werden, wie zum Beispiel renale
Tubulusepithelzellen [45-47]. Diese Mustererkennungsrezeptoren (PRR, engl. pattern recognition
receptors) sind Kern der Diskrimination zwischen fremden (PAMP) und eigenen molekularen
Strukturen. Zur Familie der PRR werden allen voran Toll-dhnliche Rezeptoren (engl. Toll-like

receptors, TLR), NOD-dhnliche Rezeptoren (engl. nucleotide-binding oligomerization domain-like
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receptors, NOD-like receptors, NLR) und RIG-dhnliche Rezeptoren (engl. retinoic-acid-inducible
protein-like helicases, RIG-like helicases, RLH) gezahlt. Sie sind an der Koordination der primaren

Immunantwort in synergistischer und/oder kooperativer Weise beteiligt (s. 2.2.) [48].

2.1.2. Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem ist im Vergleich zur primaren Immunitat ein hoch spezifisches und
selektives Mittel des Immunsystems, um auf Pathogene zu reagieren und sie zu eliminieren. Es
kommt immer nach der primdren Immunantwort zum Einsatz und ist vor allem dann
Uberlebensnotwendig fir den Organismus, wenn die primare Immunantwort nicht in der Lage war,
den Eindringling vollstandig zu eliminieren. Die adaptive Immunantwort ist eine vollig
individualisierte Abwehrstrategie und ist Gber das ,immunologische Gedachtnis” in der Lage, aus
einer Infektion zu lernen und bei der nachsten Infektion mit einem gleichen oder dhnlichen
Pathogen, diesen sofort zu eliminieren.

Die zellularen Hauptkomponenten der adaptiven Immunitat werden in zwei Subtypen unterteilt. Es
sind die Antikorper-produzierenden B-Lymphozyten oder B-Zellen, sowie die T-Lymphozyten oder
T-Zellen. B-Zellen, die sich nach Aktivierung in Antikorper-sezernierende Plasmazellen umwandeln,
bekampfen Erreger im extrazelluldaren Kompartiment. Sie sind fir die humorale Immunantwort
zustandig. T-Zellen bekampfen intrazellulare Erreger, in dem infizierte Zellen ihnen Fragmente des
Erregers prasentieren.

Eine dritte Komponente, zu der man auch die B-Zellen rechnen kann, sind die Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ), also Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen [44]. Diese
Antigen-prasentierenden  Zellen, allen  voran dendritische  Zellen,  agieren im
Uberschneidungsbereich der angeborenen und der adaptiven Immunitit. Sie sind dadurch
charakterisiert, in dem sie inkorporierte und prozessierte Fragmente der Pathogene mittels MHC-
Molekilen auf ihrer Oberflache diversen Effektorzellen (T-Zellen) prasentieren [44, 49]. Dabei kann
man zwei Klassen der MHC-Molekiile (MHC, engl. major histocompatibility complex) unterscheiden:
MHC-Klasse-I-Molekiile werden von allen kernhaltigen Zellen des Organismus exprimiert. Sie
werden auch HLA-I-Rezeptoren genannt (HLA — humanes Leukozytenantigen). MHC-Klasse I-
Molekile prasentieren den Immunzellen zelleigene Peptide und zeigen so ihre Zugehorigkeit zum
eigenen Organismus an. MHC-I-Molekdle interagieren dabei vorrangig mit CD8-positiven T-Zellen.
Ist eine Zelle infiziert, so werden die in der Zelle synthetisierten fremden Peptide auf MHC-I-
Molekiilen den zytotoxischen CD8-positiven T-Zellen dargeboten. Diese kdnnen dann die infizierte
Zelle in die Apoptose schicken und so abtoéten. Die Bedeutung der MHC-I-Molekiile liegt vor allem

in ihrer Funktion, den Organismus vor einer autoimmunen Reaktion zu schiitzen, da sie permanent
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eigene Strukturen prasentieren und so zur Diskrimination von fremd und selbst beitragen. MHC-
Klasse llI-Molekiile (analog HLA-lI-Rezeptoren) werde hauptsachlich von B-Zellen und Antigen-
prasentierenden Zellen exprimiert. Wird ein Erreger von diesen Zellen intrazellular abgebaut, so
werden einige fremde Peptide des Pathogens auf MHC-II-Rezeptoren geladen und so den CD4-
positiven T-Helferzellen prasentiert. Die T-Helferzellen aktivieren so die APZ beziehungsweise die B-
Zelle zurlick und stimulieren so die humorale Immunantwort. Die aktivierten B-Zellen kdnnen als
Plasmazellen dann durch somatisches Rearrangement hochselektive, gegen den Erreger gerichtete
Immunglobuline synthetisieren. Im Zuge der adaptiven Immunantwort werden auch sogenannte
Gedachtniszellen generiert. Es handelt sich dabei um eine ausdifferenzierte klonale Population von
Lymphozyten, die bei wiederholter Infektion binnen kiirzester Zeit die adaptive Immunantwort

induzieren und so einen erneuten Krankheitsausbruch verhindern kénnen [44].

2.2. Die Rolle der Toll-like Rezeptoren bei Ischamie und Reperfusion

2.2.1. Toll-like Rezeptoren

Benannt ist die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR) nach den Toll-Proteinen der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster, auf Grund der strukturellen Ahnlichkeit zu diesen [50]. Das Toll-Protein
ist u.a. fir die ontogenetische Entwicklung der dorsoventralen Polaritdit von Drosophila
melanogaster verantwortlich und spielt eine entscheidende Rolle bei der Immunabwehr von
Pilzinfektionen. Entdeckt wurden die Toll-like Rezeptoren Mitte der 1990er und sind seitdem

Gegenstand intensivster Forschung [51, 52].

Die Toll-like Rezeptoren werden natiirlich von Immunzellen wie dendritische Zellen, Makrophagen,
Granulozyten, B-Zellen und NK-Zellen exprimiert, aber man hat sie auch auf Nicht-Immunzellen wie
renalen Parenchymzellen, Fibroblasten, Keratinozyten, Myozyten und Neuronen gefunden [53-58].
TLR gehoéren zur Familie der Typ | Transmembranproteine. Bisher weild man, dass der Mensch zehn
verschiedene Arten an funktionellen TLR hat, die Maus besitzt 13 TLR, wovon 12 funktional sind.
TLR11, 12 und TLR13 sind im humanen Genom nicht mehr vorhanden. Bei der Maus ist TLR 9 auf
Grund einer retroviralen Insertion nicht funktional [52]. TLR3, 7, 8 und 9 sind die einzigen Toll-like
Rezeptoren, die sich intrazellular befinden, genauer gesagt innerhalb endosomaler, lysosomaler
und endolysosomaler Membranen. Diese Gruppe der TLR erkennt in erster Linie virale und
bakterielle Nukleinsauren. Die restlichen TLR sind an der Zellmembran lokalisiert und haben eine
Fille an Liganden. Diese Gruppe der TLR sucht das extrazellulare Kompartiment permanent nach

PAMP ab [52, 59] (s. Tab. 4).
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Die Toll-like Rezeptoren tragen als Charakteristikum eine Leucin-reiche Ektodomane (LRR, engl.
leucin rich repeats). Diese Ektodomane ist verantwortlich fir die Erkennung der Pathogenmuster
(PAMP). Intrazelluldar besitzen die Toll-like Rezeptoren eine Domane, die homolog zur
zytoplasmatischen Domane des Interleukin-1-Rezeptor (IL-1R) ist, auch TIR-Doméane genannt (TIR,
engl. Toll-interleukin-1-receptor). Die TIR-Domaéne ist dabei Teil eines Adaptormolekiils, von dem
bisher vier identifiziert sind, namlich MyD88, TIR-assoziiertes Protein (TIRAP, auch bekannt als Mal),
TRIF (engl. TIR-domain containing adaptor protein inducing Interferon f5, auch bekannt als TICAM 1)
und TRAM (engl. TRIF-related adaptor molecules, TICAM 2). Die Adaptormolekiile induzieren, nach
Erkennung des PAMP durch den jeweiligen TLR, die Signaltransduktionskaskade. Sie stehen am
Anfang einer Kaskade, die in der Expression von proentziindlichen Zytokinen und Chemokinen, Typ

| Interferonen zur viralen Abwehr und kostimulatorischer Molekile mindet [46, 52, 59].

Tabelle 4: Pathogen-assoziierte molekulare Muster und zugehérige Toll-like Rezeptoren

Pathogen Molekulares Muster Toll-like Rezeptor
Bakterienwand

Alle Bakterien Peptidoglykan TLR2

Gram - Bakterien Lipopolysaccharid TLR4

Gram + Bakterien Triacyl-Lipopetide TLR1/TLR2
Lipoteichonsaure TLR2-TLR6
Diacyl-Lipopetide TLR2-TLR6
Porine TLR2

Mykobakterien Lipoarabinonmannan TLR2
Triacyl-Lipopetide TLR1/TLR2

Mikrobielle oder virale Nukleinséuren

DNA CpG-DNA TLR9
dsDNA -

RNA dsRNA TLR3
ssRNA TLR7/TLR8
3P-RNA -

Andere Pathogenbestandteile

Flagella Flagellin TLR5

E. coli (uropathogen) ? mTLR11

Virale Hullproteine RSV-Hiillprotein TLR4
Masern-Virus-Hamagglutinin TLR2
CMV-, HSV1-Proteine TLR2

Pilzzellwand Candida-Phospholipomannan TLR2
Candida-Mannan TLR4

Saccharomyces-Zymosan

Doppelstrangige DNA (dsDNA) wird nicht von TLR erkannt, 5 Triphosphat RNA wird von RIG-like
Helikasen erkannt. CMV, Zytomegalie-Virus; HSV1, Herpes-simplex Virus Typ |[; RSV,
respiratorisches Synzytial-Virus. Aus H-J Anders [53].
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MyD88 war das erste identifizierte Adaptormolekil und es ist Bestandteil der Signalkaskade aller
TLR, mit Ausnahme von TLR3. Es kommt folglich zur Aktivierung von MAP-Kinasen und des
Transkriptionsfaktors NF-kB, der dann in den Zellkern transloziert, um dort die Transkription
proentziindlicher Gene anzuregen. TLR3 hingegen nutzt TRIF als Adaptormolekil, das gilt
ebenfalls fir TLR4. Es kommt zur Induktion alternativer Signaltransduktionspfade, an deren Ende
die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 und NF-kB und die konsequente Expression von

Typ | Interferonen und proentziindlicher Zytokine stehen.
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Abb. 6: PAMP-Erkennung an der Zelloberfldche durch Toll-like Rezeptoren

Die pathogenen Muster aus dem extrazelluldren Kompartiment werden spezifisch von einem TLR
erkannt und gebunden, was zur Aktivierung der Signalkaskade fiihrt. Einige Rezeptoren bilden
Homodimere, andere Heterodimere. Ziel der Kaskade ist die Expression von proentziindlichen
Zytokinen und von Interferonen im Rahmen der primdren Immunantwort. TLR4 ist der einzige
Rezeptor der Toll-Familie der sowohl MyD88- als auch TRIF-abhdngig zur Induktion der
Immunantwort befahigt ist. Aus T. Kawai et al. [52].

TRAM und TIRAP haben rekrutierende Funktion. TRAM rekrutiert TRIF an TLR4, wahrend TIRAP das
Adaptormolekil MyD88 an TLR2 bringt. Man kann zusammenfassend von zwei moglichen
Signalkaskaden der TLR-Aktivierung ausgehen, namlich eine MyD88-abhadngige und eine TRIF-
abhidngige Signalkaskade (vgl. Abb. 6 und 7). Der MyD88-abhidngige Pfad induziert die Expression

von inflammatorischen Zytokinen, TRIF flhrt zur Expression von inflammatorischen Zytokinen und
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Typ | Interferonen, die in der viralen Abwehr von groRer Bedeutung sind [52]. Die Schliisselfunktion

der Toll-like Rezeptoren liegt also in der Zindung einer inflammatorischen Kettenreaktion.
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Abb. 7: PAMP-Erkennung im Zellinneren durch Toll-like Rezeptoren

Pathogene Muster, die endosomal oder endolysosomal eingeschlossen sind, werden spezifisch
von einem der TLR3, 7, 8 oder 9 erkannt. Es handelt sich bei den PAMP hauptsachlich um
Nukleinsduren jeglicher Art. Ihre Bindung an den jeweiligen Toll-like Rezeptor fiihrt zu
Dimerisierung desselben und fihrt zu Aktivierung der proentziindlichen Signalkaskade. TLR3 ist

der einzige Toll-like Rezeptor, der ausschlieRlich mit TRIF als Adaptormolekil kommuniziert. Aus
T. Kawai et al. [52].

2.2.2. Toll-like Rezeptoren und die akute ischamische Nierenschadigung

Neben den intrarenalen Immunzellen sind es vor allem die Tubulusepithelzellen und
Mesangialzellen, die Toll-like Rezeptoren exprimieren. Dabei steht natlrlich im Vordergrund, dass

TLR, als wichtige Sensoren der angeborenen Immunitdt, wesentlich an der Infektionsabwehr

beteiligt sind [53, 60].
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Aber das Konzept der Pathogenerkennung- und eliminierung wird im Kontext der ischdmischen
akuten Nierenschadigung einer Tatsache nicht ganz gerecht: man erkennt ganz eindeutig eine
lokale inflammatorische Reaktion, allerdings in einem sterilen Milieu [61]. Es konnte gezeigt
werden, dass Toll-like Rezeptoren eine ganz wesentliche Rolle spielen bei Ischamie und
Reperfusion. Sie werden dhnlich aktiviert, wie im Fall einer Infektion und das mit denselben
Konsequenzen: es kommt zur proentziindlichen Immunantwort. In diversen Studien zu Ischamie
und Reperfusion wurde beobachtet, dass sich TLR4- und TLR2-Defizienz bei Mausen giinstig auf den
Ischamie- und Reperfusionsschaden in Organen wie der Leber [62], dem Herzen [63, 64], dem ZNS
[58], der Lunge [65] und der Niere [45, 66, 67] auswirkt. Fir die Niere scheinen dabei vor allem
TLR2 und TLR4 von besonderer Bedeutung zu sein. Beide Toll-like Rezeptortypen werden standig
auf renalen Tubulusepithelzellen exprimiert. Einen kurzen Uberblick iiber die TLR-Expression auf
renalen und anderen Parenchymzellen gibt Tabelle 5. Es konnte bewiesen werden, dass vor allem
TLR2 und TLR4 nach Ischamie und Reperfusion stark von renalem Tubulusepithel exprimiert
werden, beziehungsweise deren mRNA. Diese beiden Toll-like Rezeptoren fiihren in der

ischamischen Niere zu einer starken Expression von Zyto- und Chemokinen.

Tabelle 5: TLR-Expression in diversen Geweben (Auswahl)

Niere Leber Herz Intestinum Gehirn
Niere gesamt: TLR1, Hepatozyten: TLR2, Herz gesamt: Intestinale Mikroglia: TLR 1-9
2,3,4,5und 7 3,4und>5 TLR2, 3,4,5,7 Mukosa: TLR1, 2,
haufiger als TLR6, 8, 9 und 9 3,4,5,6,7und 9
und 10
Tubulusepithelzellen: Kupfferzellen: TLR 2, Kardiale Mononukledre Astrozyten: TLR1-
TLR1,2,3,4und 6 3,4und9 Myozyten: TLR2, Zellen der Lamina 9

3,4,6und 8 propria: TLR4
Epithel der Gallengangsepithel: Koronarendothel: Glatte Oligodendrozyten:
Bowman'schen TLR2,3,4und5 TLR2 und 4 Muskulatur: TLR4 TLR2 und 3
Kapsel: TLR2
Epithel distaler Sinusoidalepithel: Neurone: TLR2, 3,
Tubulus, diinne TLR4 4,8und9

Schenkel der
Henle'schen Schleife
und Sammelrohre:

TLR4

Intrarenale DC: Heaptische DC:

TLR1-6 TLR4,7 und 9
NK-Zellen: TLR1, 2,
3,4,6,7und 9

TLR werden in nahezu jedem Organ exprimiert, sowohl auf Parenchymzellen als auch auf
residenten Immunzellen. Nach H-J Anders [53] und T. V. Arumugam et al. [68].
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Damit ist gezeigt, dass Toll-like Rezeptoren, allen voran TLR2 und 4 und deren Aktivierung eine
proentziindliche Antwort bedingen, die wesentlich am Ischamie- und Reperfusionsschaden beteiligt
ist [42, 45, 66, 67].

Dabei stellt sich die Frage, wie die TLR bei Ischamie und Reperfusion aktiviert werden, nachdem es
sich bei der akuten ischamischen Nierenschadigung nicht um eine Infekt-getriggerte Erkrankung
handelt. Ischamie und Reperfusion bewirken, wie in 1.4. erwdhnt, dass das betroffene Gewebe
apoptotisch und nekrotisch wird. Das geschadigte Gewebe setzt darauf hin eine Fiille an Liganden
frei, die offenbar in der Lage sind, TLR genauso zu aktivieren wie die klassischen Liganden, die
Pathogen-assoziierte Molekiile (PAMP) [41, 69]. Dieses Konzept der Eigenaktivierung des
Immunsystems, in volliger Abwesenheit klassischer PAMP, ist in der sogenannten ,Danger-
Hypothese” (engl. Gefahr) beschrieben, die Matzinger et al. 1994 erstmals formulierte. Dabei ging
man davon aus, dass sich vor allem das adaptive Immunsystem entwickelte, um nicht nur einer
Infektion zu begegnen, sondern auch dem nicht-physiologischen Zelltod, beziehungsweise dem

Zellschaden allgemein [70].
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Abb. 8: Aktivierung dendritischer Zellen durch PAMP und DAMP

Dendritische Zellen sind in allen Geweben vertreten und in der Lage, mit ihren PRR diverse
Liganden zu erkennen. Dazu gehoren sowohl PAMP der Erreger, als auch endogene DAMP aus
nekrotischen Zellen. Durch Bindung sowohl von PAMP, als auch DAMP, kommt es zur Aktivierung
und Ausreifung der DC. Kostimulatorische membranstdndige Proteine wie CD80 und CD86 werden
exprimiert und die Reife DC wandert in den regionalen Lymphknoten, bzw. das drainierende
lymphatische Gewebe und induzieren dort die T-Zellaktivierung. PAMP = pathogen associated
molecular pattern, DAMP = damage associated molecular pattern, DC = dendritische Zelle, PRR =
pathogen recognition receptor, TCR = T cell receptor. Aus H. Kono et al. [41]
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Demnach stellt der unnatirliche Zelltod eine Gefahrensituation fiir den Organismus dar,
unabhangig davon, ob er auf Grund einer Infektion oder eines anderen pathologischen Prozesses
entsteht. Der Zelltod kann, im Falle einer Infektion, synergistisch zur Immunantwort beitragen. Das
wiirde erklaren, wieso das Immunsystem sowohl durch klassische PAMP-Muster aktiviert wird, als
auch durch andere Liganden, die im sterilen Milieu freigesetzt werden. Dabei scheint deren
aktivierende  Wirkung auf das Immunsystem &hnlich der Adjuvanswirkung bei
Immunisierungsprozessen zu sein [41, 70].

Diese endogenen Liganden, die bei Zellschdadigung freigesetzt werden, werden analog zu den PAMP
der Erreger DAMP (engl. damage associated molecular patterns) genannt [41]. DAMP aus

nekrotischen Zellen kénnen folglich analog zu PAMP von dendritischen Zellen oder andern Antigen-
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Abb. 9: Zelltod und Entziindungsreaktion

Nekrotische Zellen sind instabil und ihre Zellmembran rupturiert, so dass es zur Freisetzung von
DAMP kommt. Diese sind endogenen Liganden, die physiologisch intrazellular ,versteckt” liegen.
Werden die DAMP von den PRR der residenten Immunzellen, allen voran der dendritischen Zellen,
erkannt, so induzieren sie analog zur PAMP-Erkennung eine lokale Entziindung mit

Mediatorkaskade und den sich anschlieBenden inflammatorischen Vorgangen. Aus H. Kono et al.
(41]
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prasentierenden Zellen prasentiert werden, was sowohl zu deren eigenen Reifung beziehungsweise
Aktivierung fihrt und sie in die Lymphknoten zur T-Zellaktivierung wandern lasst (s. Abb. 8) [71-73].
Der Ursprung der DAMP ist wohl intrazelluldr zu suchen, ob auch membranstiandige DAMP
vorhanden sind, beziehungsweise wirken, ist nicht vollig geklart [74]. Geht also eine Zelle in die
Nekrose, bedeutet das den Verlust der Integritdt der Zellmembran und die Freisetzung von DAMP
ist die Folge. Zu unterscheiden ist dabei der primdre vom sekundadren nekrotischen Zelltod. Die
primare Nekrose ist charakterisiert durch Vakuolenbildung im Zytoplasma und Anschwellen der
Organellen, wie Zellkern und Mitochondrien (Onkose). Dies fuhrt zur Ruptur der Zellmembran.
Sekundare Nekrose bezeichnet den Vorgang, der sich in apoptotischen Zellen abspielt, wenn diese
nicht (rechtzeitig) phagozytiert und eliminiert werden. Es kommt dabei ebenfalls zum Verlust der
Membranintegritat und Ruptur (vgl. Abb. 9). Der Programmierte Zelltod schiitzt folglich vor dem
ungewollten Freisetzen endogener Liganden [41]. In vivo konnte sogar gezeigt werden, lange bevor
die Danger-Hypothese aufkam, dass der Zelluntergang auch zu einer Entziindungsreaktion fihrt
(vgl. Abb. 9) [41, 75, 76]. Toll-like Rezeptoren kdnnen dabei einige der DAMP erkennen und binden.
In diversen Studien wurde erkannt, dass so eine proentziindliche Antwort generiert werden kann
[41]. Tabelle 6 gibt einen kurzen Uberblick iiber bisher identifizierte DAMP und ihre mogliche

Aktivierung von Toll-like Rezeptoren.

Tabelle 6: Proentziindliche Aktivitdit von intrazelluléiren DAMP

DAMP Proentziindliche Aktivitat Potentielle Rezeptoren

HMGB1 in vitro: Chemotaxis, Zytokininduktion TLR2, TLR4, RAGE

(High mobility group

box 1 Protein)

Harnsé&ure (MSU) in vivo: Gichtinduktion, TLR2, TLR4, CD14
Leukozytenrekrutierung

in vitro: Zytokininduktion

Chromatin, in vivo: Neutrophilenrekrutierung

Nukleosomen in vitro: Zytokininduktion TLRO U a.

HSP in vitro: Zytokininduktion (HSP60, TLR2 u. TLR4 (HSP60),

(Hitzeschockprotein)  HSP70, HSP90) CD14 (HSP70 und -60),
CD40 (HSP70)

Defensin in vitro: Chemotaxis TLR4, CCR6

Auswahl nach H. Kono et al. [41]

25



2.3. Renale dendritische Zellen und ihre Rolle bei Ischamie und Reperfusion

Das angeborene und das adaptive Immunsystem sind wichtige Akteure im stdndigen Bemihen um
die Abwehr von Erregern. Jedoch sind diese beiden Bestandteile des Immunsystems keinesfalls
scharf getrennt und isoliert voneinander. Genau im Uberschneidungsbereich beider Systeme liegt
eine ganz bestimmte Art von Immunzellen, namlich die dendritischen Zellen, die sowohl
Eigenschaften des angeborenen Immunsystems, wie auch des adaptiven Immunsystems in sich
vereinen. Dendritische Zellen sind eine Population von Antigen-prasentierenden Zellen und dazu
befdhigt, eine Reaktion seitens des Immunsystems auszulosen. Sie befinden sich in samtlichen
lymphatischen Geweben und in den meisten nichtlymphatischen Geweben, so auch in der Niere.
Sie sind es, die zwischen beiden Immunsystemen vermitteln. Auch im Rahmen der sterilen
Entziindung, wie sie beispielsweise bei Ischamie und Reperfusion vorliegt, sind dendritische Zellen

von entscheidender Bedeutung sind [77, 78].

2.3.1. Ursprung und Eigenschaften der dendritischen Zellen

Erstmals von Steinman in den 1970er Jahre beschrieben [79], der sie im Milzgewebe zuerst
beobachtet hat, handelt es sich bei den dendritischen Zellen um eine Immunzellpopulation mit
Antigen-prasentierenden und immunregulatorischen Eigenschaften [79]. Der Name leitet sich von
ihrer charakteristischen Morphe, die durch viele zweigartige Zellfortsatze (Dendriten, gr. dendrites,
zum Baum gehérend) charakterisiert ist. Sie entstammen von CD34" Stammzellen des
Knochenmarks ab, von wo sie als unreife Zellen im Blut in periphere Gewebe gelangen. So
entstehen unausgereifte gewebestandige dendritische Zellen. Die bekanntesten unter ihnen sie die

Langerhans’schen Zellen der Haut [73, 80].

Die dendritischen Zellen spielen eine sehr wichtige Rolle bei der Induktion einer adaptiven
Immunantwort, sowie fir das Ausmaf und die Qualitdt derselben. Dendritische Zellen, als unreife
Wachterzellen, finden sich in samtlichen lymphatischen Geweben, aber auch in vielen anderen
peripheren Geweben und einige Unterarten zirkulieren auch im Blut, wo sie ihre Umgebung standig
nach Erregern beziehungsweise nach PAMP absuchen. So kénnen sie im Falle einer Infektion
aktiviert werden und Alarm schlagen oder sie kdnnen das Warnsignal auch von Vertretern des
angeborenen Immunsystems erhalten, welches sich mit Erregern konfrontiert sieht. Im ersten Fall
kommt es zur Phagozytose von Antigenen und zu ihrer endolysosomalen Degradation mit
anschlielfender Expression von Peptidfragmenten des Erregers auf der Oberfliche der

dendritischen Zellen. Diese Fragmente werden auf den MHC-Klasse-lI-Molekilen und zusammen

26



mit weiteren kostimulatorischen Oberflachenproteinen prasentiert. Im anderen Fall, in dem die
dendritischen Zellen durch Mediatoren des angeborenen Immunsystems aktiviert werden, wandern
sie entlang eines Konzentrationsgradienten von inflammatorischen Chemokinen wie zum Beispiel
TNF-a und IL-1 zum Ort des Geschehens. Dabei besteht die primare Aufgabe der dendritischen
Zellen in der Aktivierung von Immunzellen des erworbenen Immunsystems, um eine gezielte
Erregerabwehr zu ermoglichen. Dendritische Zellen tragen sozusagen die Information eines
mikrobiellen und pathologischen Geschehens zu den spezifischen Immunzellen, die sie anhand ihrer
Oberflachenmerkmale aktivieren und stimulieren, um diese zu Hilfe zu rufen. Dendritischen Zellen
sind aber auch in der Lage, durch endogene Liganden (DAMP), die von sterbenden Zellen freigesetzt
werden, stimuliert zu werden [67, 73, 77, 80, 81]. Bis sie dazu in der Lage sind, das spezifische
Immunsystem, unter anderem durch Antigenpradsentation, zu aktivieren, haben die dendritischen
Zellen einen sehr komplexen Wandlungs- und Reifungsprozess durchlaufen. Aus der Fille an

Verdanderungen seien hier folgende genannt:

e Morphologische Veranderungen, wie der Verlust von Adhasionsmolekiilen und die
Restrukturierung des eigenen Zytoskelettes, beides dient dem Zweck der Losung aus dem
umgebenden Gewebe und damit dem Erwerb von Mobilitat. Die aktivierten dendritischen
Zellen migrieren in den drainierenden Lymphknoten bzw. andere sekundare lymphatische
Organe, um T-und B-Zellen zu aktivieren [82].

e Verdnderungen im Bereich der Rezeptoren, die fir die Phago- und Endozytose zustandig
sind, wie beispielsweise CD11b (auch MAC-1 genannt) und F4/80. Diese Marker werden
auch unter anderem von Makrophagen exprimiert. Diese Tatsache flhrte dazu, dass man
die residenten dendritischen Zellen auch als residente Gewebsmakrophagen bezeichnete
[83, 84]. Die Expression von Chemokinrezeptoren wie CCR1, CCR5 und CXCR1, werden
durch den Reifungsprozess dendritischer Zellen drastisch vermindert. Es findet ein Wechsel
statt in der Expression von Rezeptoren fiir entziindliche Chemokine, hin zu einer Expression
von Rezeptoren fiir lymphoide Chemokine, was unter anderem mit der autokrinen
Stimulation durch MIP-1a, MIP-1B und RANTES erklart werden kann [85]. Gleichzeitig
kommt es zur Hochregulation von den Rezeptortypen CXCR4, CCR4 und CCR7 und weitere
[77, 80].

e Synthese und Exkretion vom |6slichen Mediatoren (Chemo- und Zytokine), um Immunzellen
anzulocken, sie zu aktivieren und sie zu differenzieren. RANTES, MCP-1 und MCP-2 und
andere haben dabei beispielsweise sowohl autokrine als auch parakrine Funktionen. Sie
sorgen neben dem Reifungsprozess der dendritischen Zelle auch zur Aufrechterhaltung des
entziindlichen Prozesses, in dem Monozyten, unreife dendritische Zellen (durch 1P-10) und

Granulozyten herbeigerufen werden [77, 80, 85].
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e Gesteigerte Synthese und Expression der kostimulatorischen Molekiilen CD40, CD80 und
CD86 (CD80 und CD86 gehoéren zu Molekilen der B7-Familie), die vor allem fiur die
Interaktion mit T-Zellen von Bedeutung sind. MHC-Klasse-lI-Molekiile translozieren

vermehrt an die Zelloberflache [77].

Die dendritischen Zellen verlassen also den Ort der lokalen Entziindung und migrieren in das
drainierende lymphatische Gewebe, meist in den drainierenden Lymphknoten. Dort angelangt,
werden die prozessierten Antigene, die an MHC-II gebunden sind, den unreifen, naiven T-Zellen in
der parakortikalen Region prasentiert. Diese werden darauf hin aktiviert, verlassen den residenten
Lymphknoten und wandern aus in das entziindete Gewebe, um dort im Sinne der spezifischen
Immunabwehr zu agieren. Fiir die Aktivierung der naiven T-Zellen bendtigt es auBer der
Antigenprasentation noch weitere kostimulatorische Signale. Mindestens drei weitere Arten von
kostimulatorischen Mediatoren und Oberflachenproteinen sind dazu nétig. Es handelt sich um

gewisse Zytokine, die Oberflaichenmolekiile der B7-Familie und die TNF-Familie [73, 771].

2.3.2. Renale dendritische Zellen

Es war zwar immer bekannt, dass auch in der Niere residente dendritische Zellen zu finden sind,
aber neuere Erkenntnisse haben zu einem neuen Denken in der Nierenforschung gefiihrt. In den
frihen 1980ern konnten residente, sternartige Zellen mit Merkmalen der mononukledren
Phagozyten im renalen Interstitium und Mesangium identifiziert werden, die auch MHC-Il-positiv
waren, was zu der Schlussfolgerung fiihrte, es handle sich um profesionnelle antigenprdsentierende
Zellen [86, 87]. Daraus konnte man schlieRen, dass es sich bei diesen dendritischen Zellen um Zellen
aus der myeloischen Reihe handelt und sie damit Teil des so genannten mononuklearen
Phagozytensystems sind (MPS) [88-90]. Zwar wird CD11c als einer der Hauptmarker fir murine
dendritische Zellen gesehen, dennoch konnte gezeigt werden, dass CD11b von mehr als 90 % der
renalen CD11c" dendritischen Zellen ebenfalls exprimiert wird (vgl. Tab. 7).

Einige Studien zeigten zwar, dass sich dendritische Zellen im intertubuldren Raum aufhalten (vgl.
[87, 88, 91-93], ob sie sich auch in den Glomeruli, im intratubuldaren Raum, oder zufillig verteilt
liegen, war bisher nicht klar [89].

SFP/*_M3use in ihren Nieren ein

Soos et al. und konnten 2006 zeigen, dass heterozygote CX;CR1
kontinuierliches, interdigitierendes Netzwerk dendritischer Zellen besitzen, das sich wie eine Hiille
um Nephrone legt (vgl. Abb. 10) [89]. Davor war man davon ausgegangen, dass die renalen
dendritischen Zellen (rDC) eher in kleiner Zahl, und mehr oder weniger zufillig, im renalen

Interstitium verteilt lagen, ohne dass eine bedeutende Verbindung oder Kommunikation
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untereinander bestand beziehungsweise stattfand [83, 89]. Dieses weitlaufige interstitielle

anatomische Netzwerk unreifer renaler dendritischer Zellen stellt ein hochkomplexes

Abb. 10: Das renale Netzwerk interdigitierender dendritischer Zellen

Dargestellt sind residente dendritische Zellen (griin leuchtend), die weitlaufig mit einander in
Verbindung stehen und ein eigenes anatomisches Kompartiment bilden. Dieses ist peritubular,
dhnlich einer Hille, angeordnet und umfasst damit die Tubuli (rot gefarbt). Die residenten
dendritischen Zellen Gberwachen so in ihrem eigenen Kompartiment das umliegende Gewebe. Es
handelt sich hierbei um ,knock-in“-Mause, bei denen ein Allel des Chemokinrezeptor-CX;CR1-Gens
durch ein open reading frame des GFP-Proteins (green fluorescent protein) ersetzt wurde. Aus John
etal. und Soos et a./ [86, 89].

Uberwachungssystem dar, das permanent nach Gefahrsignalen in der Niere Ausschau hélt. So kann

schnell und effektiv auf Antigene, egal ob fremden, oder eigenen Ursprungs, reagiert werden [40,

86, 89].
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Tab. 7: FACS-Analyse renaler CX;CR1" dendritischer Zellen beziiglich ihres Expressionsverhaltens
von Oberflachenmarkern im Vergleich zu Splenozyten

CXsCR1' CD11c" CX;CR1' CD11c CXsCR1 CD11c’
Marker Niere Milz Niere Milz Niere Milz
CD11b + + + + + +
MHC II + + +(75 %) -(<10%) + (75 %) +
F4/80 niedrig (66 %) niedrig niedrig (75 %) niedrig niedrig (50 %) niedrig
CDh4 - (<5 %) +(35 %) - - +(30 %) + (55 %)
CD8a -(<5%) +(20 %) - - +(10 %) +(13 %)
B220 - - - - - -
NK1.1 - -(6%) - -(7%) - -
CD3¢ ; i, _ i, - -
GR-1 - - . - - +
Cb8o niedrig niedrig niedrig niedrig niedrig niedrig
CD86 niedrig niedrig niedrig niedrig niedrig niedrig
CD40 - - . - i, -
FeyR 1I/1I + + (65 %) + + +(50 %) +(80 %)
2 Mda +(39%) (7 %) +(52 %) -(3%) +(15 %) -(3%)
dextran

Aus Soos et al. [89]

2.3.3. Renale dendritische Zellen bei Ischamie/Reperfusion

Das Netzwerk dendritischer Zellen in der Niere zeichnet fiir eine Reihe immunologischer Vorgange
innerhalb der Niere verantwortlich, die wahrend einer akuten Nierenschadigung ablaufen. Die
schwere Hypoxie, die der ischamischen akuten Nierenschadigung zu Grunde liegt, hat einen
wichtigen Einfluss auf die Reifung der renalen dendritischen Zellen, ihre Aktivitdt und das

Immunsystem im Allgemeinen [94].

Die Immunantwort auf Ischamie und Reperfusion, die zur sterilen Entziindung fihrt, wird vor allem
in der Anfangsphase von den dendritischen Zellen innerhalb der Niere getragen. Dabei stellt die
renale Hypoxie an sich einen Stimulus zur Reifung der renalen dendritischen Zellen dar. Die
unreifen dendritischen Zellen durchlaufen in vitro bei Hypoxie einen Reifungsprozess, der mit einer
Differenzierung dendritischer Zellen bei mikrobieller Stimulation vergleichbar ist. Es kommt zu
einer erhohten Expression von kostimulatorischen Oberflaichenproteinen, wie CD40 [95]. Auf

genetischer Ebene fiihrt Ischamie in renalen dendritischen Zellen zu einer Stabilisation und folglich
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zu einer Akkumulation des Hypoxie-sensitiven Transkriptionsfaktor HIF-1a (engl. hypoxia inducible
factor 1a). HIF-1a beeinflusst direkt die Expression von mehr als 60 Genen, und reguliert bis zu 5 %
des menschlichen Genoms [96, 97]. HIF-1a (in den meisten Zelltypen exprimiert) und HIF-2a (vor
allem exprimiert im Kortexinterstitium, Endothel, glomeruldre Zellen, nicht in renalen
Tubulusepithelzellen) sind heterodimere Transkriptionsfaktoren, die eine Sauerstoff-sensitive a-
Untereinheit besitzen. Diese Untereinheit wird unter normoxischen Bedingungen rasch nach ihrem
Entstehen durch die pVHL-E3-Ubiquitinligase abgebaut, wahrend die B-Untereinheit stiandig
exprimiert bleibt. HIF reguliert unter anderem die Expression wichtiger Haushaltsgene, die am
zelluldaren Metabolismus, der zelluldaren Proliferation und Differenzierung beteiligt sind. Zu den
Proteinen dieser Haushaltsgene gehdéren klassischerweise der Glukosetransporter GLUT-1 (engl.
glucose transporter 1) und die Phosphoglyceratkinase 1 (engl. phopshoglycerat kinase 1, PGK-1).
Desweiteren reguliert HIF auch die Expression des vaskularen Wachstumsfaktors VEGF (engl.
vascular endothelial growth factor) und das die Erythropoese stimulierende Hormon Erythropoetin
(EPO) [98]. Durch HIF-1a werden die unreifen renalen dendritischen Zellen aktiviert und zur
Einleitung einer Immunantwort stimuliert [94, 95]. Das Ausmal} der Aktivierung und Stimulation
liel sich in vitro wesentlich steigern, in dem den dendritischen Zellen neben der Hypoxie noch ein
weiterer Reiz gegeben wurde. Jantsch et al. zeigten, dass renale dendritische Zellen, bei einer
synergistischen Stimulation durch den TLR4-Liganden LPS (Lipopolysaccharid, ein Bestandteil der
Zellwand gramnegativer Bakterien) ein deutlich hoheres Aktivierungsprofil zeigen, als unter
alleiniger hypoxischer Stimulation. Dabei kam es zur deutlichen Erhéhung der Expression von MHC-
II, CD80 und CD86 und damit konsequent zu einem hohen Aktivierungspotential fiir T-Zellen. Diese
Erkenntnisse suggerieren, dass die Hypoxie alleigenommen fiir renale dendritischen Zelle nicht
unbedingt der potenteste Stimulus ist, noch, dass Hypoxie allein dazu ausreicht, eine potente
Immunantwort durch die renalen dendritischen Zellen zu induzieren. Auch in dem Fall mit
zusatzlicher LPS-Stimulation war eine deutlich erhéhte Aktivitat von HIF-1a zu verzeichnen [99]. Ein
weiterer Effekt der Hypoxie, beziehungsweise der renalen Ischamie, auf dendritische Zellen der
Niere zeigt sich in der Sekretion von potenten proentziindlichen Mediatoren. In der frithen Phase
bis 24 Stunden nach Ischamie und Reperfusion zeigte sich, dass die residenten dendritischen Zellen
die dominierenden TNFa-sezernierenden (Tumornekrosefaktor) Zellen der Niere sind. Erst spater
setzt die Produktion von TNFa durch das Endothel ein [100]. Die allermeisten Zellen besitzen
Rezeptoren fiir TNFa. Hohe Pegel von TNFa fiihren unter anderem zur Apoptoseinduktion im
Bereich des renalen Endothels und damit eventuell zur Freisetzung von DAMP (s. oben). Auch ist
TNFa an der Diapedese der Leukozyten beteiligt. Dieser sehr friih sezernierte Mediator erklart
unter anderem die leukozytare Infiltration, die nach Ischdmie/Reperfusion zu beobachten ist. Es ist

auch, mit anderen, fiir den Schaden am Organ verantwortlich. Interessanterweise sind auch Toll-
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like Rezeptoren der dendritischen Zellen, allen voran TLR4 an der Produktion von TNFa beteiligt.
Auch produzieren die residenten dendritischen Zellen eine Fiille weiterer Zyto- und Chemokine wie
IL-6, MCP-1 und RANTES (CCL5), deren Funktion die Stimulation einer Immunantwort ist.
Selbstverstandlich kénnen andere Zellarten der Niere, allen voran die Tubulusepithelzellen,
ebenfalls 16sliche Mediatoren freisetzen. Jedoch zeigten Dong et al. ebenfalls, dass es die renalen
dendritischen Zellen sind, die jene Mediatoren am starksten sezernieren. Das betont ihre

Bedeutung an der Entstehung des Schadens nach Ischamie und Reperfusion [78, 101, 102].

2.4. Toll-like Rezeptoren und ihre Regulation

Die Familie der Toll-like Rezeptoren sind essentielle Mediatoren beziehungsweise Rezeptoren auf
Zellen der angeborenen, als auch der adaptiven Immunitat. Allerdings darf eine Abwehrreaktion,
egal welcher Art, in keinem Fall sich selbst iberlassen bleiben. Die Exzessive und unkontrollierte
Immunreaktion auf einen Stimulus, egal ob durch PAMP oder DAMP bedingt, ist
konsequenterweise vom Organismus unerwiinscht und verursacht nur mehr Schaden, als ohnehin
schon eingetreten ist. Eine unkontrollierte und exzessive Immunantwort, die auf eine ungehinderte
Aktivierung des Immunsystems durch TLR-Liganden beruht, beinhaltet eine schwere
Entziindungsreaktion, die mit einem vermeidbaren und daher unnétigen Gewebeschaden assoziiert

ist [103].

Es nur eine logische Schlussfolgerung, dass die Natur zum Schutz des Organismus vor dem eigenen
Immunsystem, die Méglichkeit der Kontrolle und Uberwachung der eignen Abwehrreaktion
eingerichtet haben muss. Ein Ansatz zur Regulation der Toll-like Rezeptor-abhangigen
Immunantwort besteht darin, in die Signaltransduktionskaskade der Toll-like Rezeptoren auf
verschiedenen Ebenen einzugreifen. Unter anderem existieren Splicevarianten von
Adaptormolekiilen wie TRAM und verwandte Adaptorproteine wie SARM, die in die
Signaltransduktionskaskade der TRIF-abhdngigen Toll-like Rezeptoren eingreifen und so diese
Signalkaskade blockieren [104, 105]. Auch die klassischen Degradationsenzyme, die sonst auch im
alltaglichen Zellmetabolismus eingebunden sind, wie Ubiquitinligasen und Deubiquitinasen, kdnnen
mildernd und regulierend auf die TLR-Aktivitat einwirken [106, 107]. Ebenfalls dienen Mikro-RNA-
Molekiile wie beispielsweise miR-16, das regulierend auf die TLR4-abhangige Signaltransduktion
wirkt und miR-146, das NF-kB-abhangig induziert wird, der Regulation der TLR-abhadngigen
Immunantwort [108, 109]. Es konnte gezeigt werden, dass TANK-defiziente Mause spontan eine

Autoimmunglomerulonephritis entwickeln, was im Umkehrschluss zeigt, dass TANK als
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physiologischer Regulator innerhalb der TLR-Signaltransduktionskaskade agiert. TANK bindet die
Adaptormolekiile TBK1 und IKKi und somit sowohl mit Aktivierung von NF-kB als auch von IRF3
assoziiert. Dabei scheint sich die TANK-Defizienz vor allem auf B-Zellen und Makrophagen,
beziehungsweise deren Funktion, auszuwirken [52, 110]. Es kénnen aber auch klassische Negativ-
Feedback-Mechanismen bei der Regulation der TLR-abhdngigen Immunantwort beobachtet
werden. So wurde gezeigt, dass eine TLR-Aktivierung auch gleichzeitig durch , Abzweigung” aus der
Signaltransduktionskaskade zu einer erhéhten Expression von regulatorischen Proteinen wie
beispielsweise Zc3h12a flihrt. Zc3h12a ist ein Protein, das eine CCCH-Zinkfingerdomane besitzt und
gleichzeitig Uber eine RNaseaktivitat verfiigt. Dabei zielt Zc3h12a auf das untranslatierte 3‘-Ende
der mRNA proentziindlicher Mediatoren, wie IL-6 und IL-12p40, um diese mRNA mittels seiner

RNasefahigkeit der Degradation zuzufiihren [52, 111].

Es gibt noch eine Fiille weiterer mehr, oder minder gut erforschter Regulatoren im Bereich der TLR-
Signaltransduktion, die in der vorhergehenden kurzen Ubersicht nicht eingegangen sind. In dieser
Arbeit liegt das Hauptaugenmerk allerdings auf einem ganz bestimmten Inhibitor der TLR-
Signaltransduktionskaskade: es handelt sich dabei um das Single Immunoglobulin IL-1 Receptor-
related protein kurz SIGIRR. Seine Charakteristika sowie die Rolle von SIGIRR fiir das akute
ischamische Nierenversagen beziehungsweise die akute ischdamische Nierenschadigung sind

Gegenstand der folgenden Erlduterungen.

2.4.1. Charakterisierung von SIGIRR

SIGIRR, auch TIR8 genannt, ist ein Mitglied einer transmembrandren Rezeptorenfamilie: die
transmembranaren TIR-Familie. Diese spielt eine wichtige Rolle bei der Generierung von
Immunantworten. lhre wohl bekanntesten Mitglieder sind mit Sicherheit die Toll-like Rezeptoren (s.
2.2.1). TIR steht hierbei flr Toll-Interleukin-1 Rezeptor (engl. Toll-Interleukin-1 receptor) [112, 113].
Die Proteine der TIR-Familie haben als gemeinsames Merkmal eine intrazellulare TIR-Domane. Die
Toll-IL-1R-Familie lasst sich dabei in zwei Untergruppen einteilen, deren Unterschied auf der

Beschaffenheit der extrazelluldaren Domane beruht [112]:

e Zum einen gibt es die Untergruppe der TIR-Familie, die dadurch gekennzeichnet ist, dass
ihre Rezeptoren liber eine extrazelluldre Immunglobulindomane (lg-Domane) verfiigen.
Ihre wichtigsten Vertreter sind der Interleukin-1-Rezeptor (IL-1RIl und IL-1RIl, obwohl IL-1RlI
nicht Gber eine TIR-Domane verfiigt [114]). Er dient als negativer Regulator, in dem er IL-1
bindet [115]), daneben der Interleukin-18-Rezeptor (IL-18R), ST2 (auch bekannt als T1) und
eben SIGIRR [112].
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e Zum anderen existiert eine Unterfamilie der TIR-Familie, die durch ein extrazellular
gelegenes Leucin-reiches Wiederholungsmotiv gekennzeichnet ist (engl. leucin-rich repeat
motif-containing receptors) und Uber keine extrazelluldre Ig-Domane verfliigen. Diese

Untergruppe beinhaltet die Toll-like Rezeptoren (vgl. 2.2.1) [112, 116, 117].

Das Molekil SIGIRR ist innerhalb seiner Untergruppe der Ig-Ektodomane der einzige Rezeptor mit
TIR-Domaéne, der eine einzelne Ig-Ektodoméne besitzt (vgl. Abb. 11). Trotz seiner offensichtlichen
genetischen Ahnlichkeit mit den anderen Rezeptoren der TIR-Familie, die auf Chromosom 2 codiert
liegen, befindet sich das SIGIRR/TIR8-Gen auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 bei 11p15 [118,
119]. Der humane SIGIRR/TIRS existiert in 4 Transkriptionsvarianten, die zwischen 0,9 kb und 4,4 kb

lang sind, wahrend die Maus nur ein einziges Transkript besitzt [119-121].

Die extrazelluldre Ig-Domane von SIGIRR besteht in ihrer Primarstruktur aus 118 Aminosauren und
ist damit in ihrer Moglichkeit zur Bildung von Sekundar- und Tertidarstrukturen stark eingeschrankt.
Die Kiirze der Ig-Domdne macht eine Faltung des Proteins unmoglich und birgt damit die
Unfahigkeit, einen Liganden (selbst IL-1) zu binden, da keine Bindungsstelle zur Verfligung steht
[122]. Die einzelne Ig-Domane ist durch den transmembranaren Teil des SIGIRR/TIR8-Molekiils mit
der intrazelluldaren Domane verbunden, die eine Gesamtlange von 268 Aminosduren umfasst. Sie ist
damit um 77 Aminosauren langer als die intrazellulaire Domane des klassischen IL-1 Rezeptors.
Dabei besteht eine groRe Ahnlichkeit mit dem Toll-Protein von Drosophila melanogaster [119]. Die
offensichtlich nicht funktionelle Ektodomane suggeriert also eine Bedeutung der wesentlich

langeren intrazelluldaren Domaéne fur die Funktionalitat von SIGIRR/TIRS.
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Abb. 11: Die Familie der Toll-like Rezeptoren/IL-1 Rezeptoren

Klar erkennbar sind die beiden Unterfamilien der TIR-Gruppe, links die Familie der Rezeptoren mit
der Immunglobulinektodomane, rechts die Familie mit dem Leuzin-reichen Wiederholungsmotiv
(LRR). Beachte die singulare Ig-Domane von SIGIRR/TIRS. Aus L et al. [123]

SIGIRR konnte in den allermeisten humanen und murinen Organen nachgewiesen werden. Die
groBten Mengen konnten dabei in der Niere, der Leber und dem Gastrointestinaltrakt gefunden
werden. Dabei scheinen vor allem die Epithelzellen SIGIRR/TIR8 bevorzugt zu exprimieren, genauso
wie Dendritische Zellen, aber nicht primdre Makrophagen, beziehungsweise konnte hier nur ein
sehr niedriges Expressionsniveau gezeigt werden [116, 124]. Eine duBerst bedeutende Beobachtung
bezliglich der Wirkung von SIGIRR/TIR8 innerhalb der murinen Nieren machten Lech et al. Dabei
zeigte sich, dass SIGIRR/TIR8, obwohl es sowohl in renalen Tubulusepithelzellen, als auch
residenten renalen dendritischen Zellen exprimiert wird, in diesen Zelltypen unterschiedlich wirkt
(s. Abb. 12). Es konnte zum einen gezeigt werden, dass eine durch den TLR4-Liganden LPS
stimulierte proentziindliche Antwort lediglich in den residenten renalen dendritischen Zellen durch
SIGIRR/TIR8 unterdriickt wird, nicht aber in den renalen Tubulusepithelzellen. So zeigten
Tubulusepithelzellen des SIGIRR/TIR8-Wildtyps und des SIGIRR/TIR8-Knock out ndmlich keinen
Unterschied in der Produktion proentziindlicher Chemokine, wenn sie mit LPS stimuliert wurden.
Ganz im Gegensatz zu den SIGIRR/TIR8-defizienten dendritischen Zellen, deren Antwort auf die
Stimulation mit LPS, gemessen an der Produktion proentziindlicher Zyto- und Chemokine, deutlich
erhéht war. Mit anderen Worten scheint SIGIRR/TIR8 keine Rolle fir die Unterdriickung einer

Immunantwort in renalen Tubulusepithelzellen zu spielen. Das liegt daran, dass SIGIRR/TIR8 in den
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Tubulusepithelzellen und renalen dendritischen Zellen eine unterschiedliche postranslationale
Modifikation erfahrt. Der Unterschied lag dabei nicht in verschiedenen Splicevarianten der
SIGIRR/TIR8-mRNA, sonder in einer unterschiedlichen N- und O-Glykosylierung, die letztlich in den
Tubulusepithelzellen zu einer Inaktivitdt von SIGIRR/TIR8 fiihrt. Das unterstreicht die Rolle der

Tubulusepithelzellen als Sensoren fiir mikrobielle Infektion [124].
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Abb. 12: Ubersicht der Rezeptoren der angeborenen Immunitiit in der Niere

Die Expression von Toll-like Rezeptoren und anderen Rezeptoren wie RLHs und NLRs in den
Zelltypen der Niere ist unterschiedlich. Die intrarenalen Antigen-prasentierenden Zellen
(dendritische Zellen) weisen eine groRere Vielfalt an Rezeptoren auf und sind im Vergleich zu den
intrinsischen Zellen durch SIGIRR/TIRS8 reguliert. Eine hemmende Wirkung von SIGIRR/TIR8 konnte
nur in den dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Aus H-J Anders [53].

36



2.4.2. Die (inhibitorische) Funktion von SIGIRR/TIR8

Auf Grund der viel zu kurzen extrazelluldren Ig-Struktur des SIGIRR/TIR8 muss davon ausgegangen
werden, dass keine Aktivierung vom extrazellularen Kompartiment aus erfolgen kann. Mit anderen
Worten gesagt: es ist wohl kein Ligand vorhanden, der in irgendeiner Weise mit der Ektodomane
interagieren kann und SIGIRR/TIR8 auch Uberhaupt erst gar keine Antigenbindungsstelle besitzt
[122]. Die intrazellulér gelegene TIR-Domaéane von SIGIRR/TIR8 hingegen kann sehr wohl mit einer
beginnenden Signaltransduktionskaskade interagieren, beziehungsweise auf eine solche einwirken.
Das hatte zur Annahme gefiihrt, SIGIRR/TIR8 habe eher eine regulatorische Funktion. Diese
Annahme gilt mittlerweile als bewiesene Tatsache [116, 117]. Hierzu missen aber zunachst ein
paar Erlauterungen gegeben werden, auch wenn noch nicht véllig klar ist, welche genauen

Mechanismen ablaufen, wenn SIGIRR, besser gesagt seine TIR-Domane aktiviert wird.

SIGIRR bildet, ahnlich einiger Toll-like Rezeptoren, homodimere Strukturen, die mit einigen Toll-like
Rezeptoren und IL-1 Rezeptoren interagieren. Dabei spielt die TIR-Domane des SIGIRR-Molekiils die
Hauptrolle, da sie analog zu den TIR-Domadnen der Toll-like Rezeptoren mit den jeweiligen
Adaptermolekilen kommunizieren/interagieren, die da waren MyD88, Mal/TIRAP, TRIF/TICAM 1
und TRAM/TICAM 2 (vgl. 2.2.1 oben). In dem Moment, da SIGIRR/TIR8 involviert ist, kommt es
allerdings zu keiner Aktivierung der Signalkaskade. Es konnte gezeigt werden, dass heterodimere
TIR-Komplexe, welche die SIGIRR-TIR-Domane enthalten, nicht, wie von den Toll-like Rezeptoren
gewohnt, zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB fiihren. Auch kommt es zu keiner
Aktivierung von Kinasen innerhalb der Signalkaskade wie JNK, oder p38. Ganz im Gegenteil
unterdriickt SIGIRR/TIR8 sogar die TLR/IL-1R-Kaskade. Das ist auf eine bauliche Besonderheit
innerhalb der Primarstruktur der TIR-Domane des SIGIRR-Molekiils zuriickzufiihren. Es fehlen zwei
Aminosduren, namlich Serin an Position 447 und Tyr 536, die sonst bei den anderen
hochkonservierten TIR-Domanen anderer Rezeptoren vorhanden sind [116, 117, 119]. Abbildung 13
zeigt ein mogliches Verhalten von SIGIRR bei der Hemmung einer TLR4-abhdngigen
Signaltransduktionskaskade. Offensichtlich hilft die konstitutionelle Expression von SIGIRR/TIR8 an
der Zellmembran diverser Zelltypen dabei, dass nicht einfach ungehindert und unkontrolliert
proentziindliche Signalkaskaden ablaufen konnen, wenn diese auf einer Aktivierung von Toll-like
Rezeptoren beruhen. Mit anderen Worten agiert SIGIRR als Bremse und Regulator innerhalb des

Systems der PAMP-/DAMP-Erkennung durch TLRs [117].
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Abb. 13: Der inhibitorische Mechanismus von SIGIRR

Am Beispiel der Signalkaskade von TLR4 ist hier die Funktion non SIGIRR/TIR8 schematisiert. A Das
TLR4-Signal wird eingeschaltet, wobei drei Adaptormolekiile rekrutiert werden, die jeweils liber
eine TIR-Domane verfligen. Dabei handelt es sich um die Adaptoren Mal, MyD88 und TRIF. Es folgt
die Aktivierung von IRAK-4, welches durch Phosphorylierung zur Aktivierung von IRAK-1 flhrt.
Dadurch kann TRAF6 an den Komplex konjugiert werden, was dann schlieBlich zur die Kinase TAK 1
aktiviert. Dies alles bendtigt der Transkriptionsfaktor NF-kB um die Expression proentziindlicher
Gene einzuleiten. B Die transmembrandre beziehungsweise die intrazelluldre TIR-Domadne von
SIGIRR/TIR8 wird im Sinne einer Signalinhibition in diesem Beispiel an TLR4 rekrutiert. Durch die
Heterodimerisierung mit der jeweiligen TIR-Domdne wird verhindert, dass IRAK-1 und
konsequenterweise TRAF6 aktiviert werden kénnen. Aus Luke AJ O’Neill [117].

Wald et al. zeigten in einem Experiment, dass bei einer Uberexpression von SIGIRR/TIRS in Jurkat-
und HepG2-Zellen in vitro und anschlieRender Stimulation dieser Zellen mit IL-1 und IL-18 eine
deutlich reduzierte Aktivierung des nukledren Transkriptionsfaktors NF-kB resultierte. In vivo
zeigten Wald et al., dass SIGIRR-defiziente Mause bei einer Stimulation mit dem TLR4-Liganden LPS
eine mehr als deutlich gesteigerte Immunantwort generieren und eine héhere Mortalitdt im
septischen Schock (durch LPS-Stimulation generiert) aufweisen als die Wildtypkontrolle, das gleiche
galt fur andere Stimuli wie IL-1 und CpG-DNA [116]. In vitro wurde exakt das gleiche beobachtet
und zwar diesmal bei SIGIRR-defizienten dendritischen Zellen. Diesen wurden im Versuch ebenfalls
mit LPS und CpG-DNA stimuliert und zeigten ein sehr hohes Aktivierungs- und Stimulationsniveau,

das im Vergleich zur Wildtypkontrolle deutlich héher ausfiel [121]. Auch in einer Studie zur Rolle
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von SIGIRR bei Rheumatoider Arthritis zeigten sich glinstige Effekte auf der Ebene von
Entziindungsmediatoren [125]. Selbst im ZNS scheint SIGIRR bei Entziindungen modulierend
beteiligt zu sein [126]. Véliz Rodriguez et al. beschrieben die protektive Wirkung von SIGIRR/TIRS in
Mausen bei pulmonaler Infektion mit P. aeruginosa [127]. Somit sind Hinweise dafiir gesammelt,
dass SIGIRR/TIR8 hemmende Wirkung auf die Signaltransduktionskaskaden der Toll-like Rezeptoren
TLR4, 5, 9 und auf den IL-1-Rezeptor hat. Gemessen wurde dieses Phdnomen dabei unter anderem
an der Menge produzierter proentziindlicher Mediatoren, deren Expression bei SIGIRR-Defizienz
nicht nur gesteigert sondern auch langer anhielt. Interessanterweise hat SIGIRR/TIR8 wohl keinen
Einfluss auf die TNFa-abhangige Signalkaskade, da der TNFa-Rezeptor nicht zur Familie der TLR-IL-
1-Rezeptoren zdhlt [116].

2.4.3. Hypothese: Die Rolle von SIGIRR/TIR8 bei renaler Ischamie/Reperfusion

Zusammenfassend basiert die vorliegende Arbeit auf folgender Annahme: SIGIRR/TIR8, neben
anderen Faktoren, agiert spezifisch als Inhibitor der Toll-like Rezeptor-abhingigen
Signaltransduktionskaskade der intrarenalen Antigen-prasentierenden Zellen bei Ischamie und

Reperfusion.

Die exakte Regulation einer Immunantwort bedarf grundsatzlich einer intensiveren Betrachtung.
Der Organismus reagiert nicht pauschal auf eine Infektion, bei der es zur Freisetzung von PAMP
kommt. Das gilt auch flir den Fall einer Gewebeschadigung anderer Art, bei der DAMP freigesetzt
werden, beispielsweise im Rahmen von Ischdamie und Reperfusion. Keine immunologische Reaktion

darf einfach beginnen, und dann unkontrolliert ablaufen.

Aus der Forschung weiR man, dass die Aktivierung, vor allem von TLR2 und TLR4 in renalen
Parenchymzellen zum Ischamie- und Reperfusionsschaden beitragt [66, 67]. Wir sehen es aber hier
anders. In dieser Arbeit wird die Rolle eines inhibitorischen Faktors, namlich SIGIRR/TIRS, in
murinen renalen dendritischen Zellen naher untersucht. Man ist davon ausgegangen, dass das
intrarenale Netzwerk dendritischer Zellen eine wichtige Uberwachungsfunktion fiir die Niere hat.
Aullerdem, dass diese Zellen im Rahmen der renalen Ischamie und Reperfusion durch DAMP, die
aus den nekrotischen und sterbenden Zellen des renalen Gewebes freigesetzt werden, aktiviert
werden. Dabei sind es vor allem Rezeptoren der angeborenen Immunitat, die auf solche endogene
Liganden ansprechen. Diese Aktivierung fiihrt in einer Art Teufelskreis zu einer zusatzlichen
Gewebeschidigung durch die bei der Reperfusion herbeieilenden Leukozyten. Ohne eine
spezifische Hemmung (nicht Unterdrickung!) dieser initialen Aktivierung der residenten

dendritischen Zellen durch Molekile wie SIGIRR/TIRS, fallt der Gewebeschaden durch Ischamie und
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Reperfusion deutlich starker aus. Folglich ist die Hemmung der Immunantwort in residenten
renalen dendritischen Zellen, die bei Ischdmie/Reperfusion aktiviert werden, eine wesentliche
Instanz zur Schadensbegrenzung und zur Verhinderung der akuten Nierenversagens

beziehungsweise der akuten Nierenschadigung.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Tierhaltung

Makrolone Typ Il Kafige
Tierfutter
TIR8/SIGIRR-defiziente Mause
C57BL/6J-Wildtypmé&use

3.1.2. Gerate

Waagen
Analytische Waage, BP 110 S
Mettler PJ 3000

Inkubatoren

Type B5060 EC-CO2

ELISA-Gerate
ELISA-Reader Tecan, GENios Plus
ELISA-Washer ELx50

Mikroskope/Kameras

Cohu4920-Monochrome Cooled Camcorder
Entwickler Curix 60

Leica DC 300F

NIKON D50 DSLR

Olympus BX50 (auch fiir intravitale Mikroskopie)
SIGMA EX MACRO 50 mm 1:2.8 D Makroobjektiv

Zentrifugen

Heraeus, Biofuge primo
Heraeus, Minifuge T
Heraeus, Sepatech Biofuge A

LightCycler ®480 Real-Time PCR System

Tecniplast, Hamburg
Ssniff Spezialdiaten, Soest
Alberto Mantovani, Mailand

Charles River Laboratories, Sulzfeld

Sartorius, Gottingen

Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

Heraeus Sepatech, Miinchen

Tecan, Crailsheim

Bio Tek, Bad Friedrichshall

Cohu, Poway CA, USA

AGFA, Kéln

Leica Mycrosystems, Cambridge, UK
Nikon, Tokyo, Japan

Olympus Microscopy, Hamburg

Sigma Corporation, Tokyo, Japan

Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau
VWR International, Darmstadt
Heraeus Sepatech, Miinchen

Roche, Basel, Schweiz
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Klebefolie
LightCycler 480 Multiwell-Platte 96

Bestrahlung
GC 40 107

In vitro-Hypoxie
Flowmeter, SFM 3001
Modular Incubator Chamber

N,-Gas

Sonstiges

Creatinin FS*-Kit

Cryostat CM 3000

Cryostat RM 2155

Einbettkassetten, Plastik Histosette
Einweg-Klvetten 1m5 ml Plastibrand®
Eppendorf-Gefdalle 1,5 ml

Gel-Kammer (PCR)

Homogenizer ULTRA-TURAXX T25
Immobilon PVDF Transfermembran
Kodak BioMax XAR Film

Kryobox Cryo 1 °C Freezing cont
Kryovials

Kivetten 1,5 ml Plastibrand®
Mikronaeurysmaklemme

Mikrotom HM 340E

Multikanalpipette Eppendorf Research
Nunc-Immuno™ 96 Microwell™-Platten
pH-Meter WTW

Photometer Ultrospec 1000
Pipettenspitzen 1 - 1000 pl Typ Gilson®
QuadroMACS™-Seperator
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, und 25 ml
Spritzen BD Plastipak 1000 pl, 5 ml
Steril Card Hood Class Il Typ A/B3

Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

MDS Nordion, Canada

Billups-Rothenberg Inc., Del Mar CA, USA
Billups-Rothenberg Inc., Del Mar CA, USA

Linde Gas, Linde AG, Miinchen

DiaSys Diagnostic System, Holzheim
Leica Microsystems, Bensheim
Leica Microsystems, Bensheim
neolab Migge, Heidelberg
Brand, GielRen

TPP, Trasadingen, Schweiz
PeqLab Biotechnologie, Erlangen
IKA GmbH, Staufen

Millipore, Schwalbach

Sigma Aldrich, Deutschland
Nalgene™, Rochester NY, USA
Alpha Laboratories, Eastleigh, UK
Brand, GielRen

Medicon, Tuttlingen

Microm, Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

WTW GmbH, Weilheim
Amersham, Freiburg

Peske, Aindling-Arnhofen
Miltenyi Biotec Inc., Auburn CA, USA
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

The Baker Company, Sanford, ME, USA




SuperFrost® Plus Microscope Slides
Thermomixer 5436

UV-Licht

Vortex Genie 2™

Wasserbad HI 1210
Whatman-Papier

Zellschaber 24 cm

3.1.3. Chemikalien und Material

Chemikalien fiir molekularbiologische Techniken

ELISA-Kit IL-6 (BD OptEIA™ Set Mouse IL-6)

Antikérper
Bindeantikdrper: monoklonaler Anti-Maus IL-6 AK
Detectorantikérper: monoklon. biotin. Anti-Maus IL-6 AK
IL-6 Standard: rekombinantes lipophilisiertes Maus-IL-6
Enzymreagenz: Streptavidin-Meerrettichperoxidasekonjugat
Beschickungspuffer (Eigenherstellung)
Natriumcarbonat Na,CO;
Natriumhydrogencarbonat NaHCO;
Natriumhydroxid NaOH
Probenverdiinner (Eigenherstellung)
Fotales bovines Serum (FBS)
Dulbecco's PBS
Waschpuffer
Dulbecco's PBS
Polysorbat Tween®-20
Substratlésung
Tetramethylbenzidin TMB
Wasserstoffperoxid H,0,
Stoplésung 2 N H,SO,

ELISA-Kit MIP-2 (DuoSet® ELISA mouse MIP-2 DY452)

Antikérper

Menzel-Glaser, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Bachhofer Laborgerate, Reutlingen
Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
Leica Microsystems, Bensheim
Millipore, Schwalbach

TPP, Trasadingen, Schweiz

BD Biosciences, San Diego CA, USA

BD Biosciences, San Diego CA, USA
BD Biosciences, San Diego CA, USA
BD Biosciences, San Diego CA, USA
BD Biosciences, San Diego CA, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biochrom KG, Berlin

PAA Laboratories GmbH, Célbe

PAA Laboratories GmbH, Célbe

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, San Diego CA, USA
BD Biosciences, San Diego CA, USA

Merck, Darmstadt

R&D Systemes, Inc., Minneapolis MN, USA
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Bindeantikorper: monoklonaler Ratten-Anti-Maus
MIP-2 AK
Detectorantikérper: monoklon biotin.
Ziegen-Anti-Maus MIP-2 AK

MIP-2 Standard: rekombinantes Maus-MIP-2

Enzymreagenz: Streptavidin-Meerrettichperoxidasekonjugat

Beschickungspuffer (Eigenherstellung)
Natriumcarbonat Na,CO;
Natriumhydrogencarbonat NaHCO;
Natriumhydroxid NaOH

Probenverdiinner (Eigenherstellung)
Fotales bovines Serum (FBS)
Dulbecco's PBS

Waschpuffer
Dulbecco's PBS
Polysorbat Tween®-20

Substratlésung
Tetramethylbenzidin TMB
Wasserstoffperoxid H,0,

Stoplésung 2 N H,SO,

ELISA-Kit MCP-1 (BD OptEIA™ Set Mouse MCP-1)

Antikérper
Bindeantikorper: monoklonaler Anti-Maus MCP-1 AK
Detectorantikorper: monoklon. Anti-Maus MCP-1 AK,

konjug. an MPO

MCP-1Standard: rekombinantes lipophilisiertes Maus-MCP-1

Beschickungspuffer (Eigenherstellung)
Natriumcarbonat Na,CO;
Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO,
Natriumdihydrogenphopshat NaH,PO,

Probenverdiinner (Eigenherstellung)
Fotales bovines Serum (FBS)
Dulbecco's PBS

Waschpuffer

R&D Systems, Inc., Minneapolis MN, USA

R&D Systemes, Inc., Minneapolis MN, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis MN, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis MN, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biochrom KG, Berlin

PAA Laboratories GmbH, Colbe

PAA Laboratories GmbH, Coélbe

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, San Diego CA, USA

BD Biosciences, San Diego CA, USA

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, San Diego CA, USA

BD Biosciences, San Diego CA, USA

BD Biosciences, San Diego CA, USA
BD Biosciences, San Diego CA, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biochrom KG, Berlin

PAA Laboratories GmbH, Colbe




Dulbecco's PBS
Polysorbat Tween®-20
Substratlésung
Tetramethylbenzidin TMB
Wasserstoffperoxid H,0,
Stoplésung 2 N H,SO,

Rneasy Mini Kit

RT-PCR
RT-PCR primers 300 nM (vgl. Tab. XX)

2xSYBRgreen-Mastermix (10 ml)

2 ml 10x-Taqg-Puffer

150 pl ANTP (25 mM)

4 m| PCR-Optimizer

200 pl BSA PCR grade (20 mg/ml)

40 pl SYBRgreen | (1:100, 20 % DMSO)
2m4 ml MgCl2 (25 mM)

1,21 ml Rnase-freies Wasser

Primar-Antikorper

Ratte Anti-F4/80 (1:50)

Ratte Anti-Mausneutrophile (1:50)
Schaf AntiCCL2

Sekundar-Antikérper
Anti-Ratte IgG
Anti-Schaf IgG

Chemikalien fiir Isolation primarer
muriner APC und primarer TEC

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)
Bovine Serum Albumin Fraction V (BSA)

CD11b MicroBeads
Dulbecco's modified Eagle Medium (DMEM-Medium)

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, San Diego CA, USA
BD Biosciences, San Diego CA, USA

Merck, Darmstadt

Qiagen GmbH, Hilden

Metabion International AG, Martinsried

Fermentas, St.-Leon-Rot

Biotop AG, Witten

Fermentas, St.-Leon-Rot
Fluka/Sigma-Aldrich, Minchen
Fermentas, St.-Leon-Rot

Braun

Cedarlane Laboratories, Ontario, Canada
Serotec, Oxford, UK

Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim, Deutschland
Miltenyi Biotec, Auburn CA, USA

Biochrom KG, Berlin
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Dulbecco's PBS

Fotales bovines Serum (FBS)

Hank's balanced Salt Solution (HBSS)

K1-Medium (Eigenherstellung)
DMEM-Medium

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Biochrom KG, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom KG, Berlin

HEPES Invitrogen, Karlsruhe
FBS Biochrom KG, Berlin
PS PAA Laboratories GmbH, Célbe

epidermaler Wachstumsfaktor EGF

Hormonmixtur (Eigenherstellung)

HBSS Invitrogen, Karlsruhe
HEPES Invitrogen, Karlsruhe
ITSS (Insulin-Transferrin-Sodium-Selenite) Roche, Mannheim, Deutschland

Prostaglandin E1 (PGE-1)
Trijodthyronin T3

Hydrocortison

Kollagen Typ IV (humane Plazenta) Flukatec, Buchs, Schweiz
Penicillin/Streptomycin (PS) PAA Laboratories GmbH, Colbe
rekombinantes murines rm GM-CSF ImmunoTools, Friesoythe

RPMI-1640 Medium GIBCO/Invitrogen, Paisley, Scotland, UK
Trypsine/EDTA PAA Laboratories GmbH, Colbe

Material fiir die Isolation primarer muriner APC und TEC

Isolation primérer renaler dendritischer Zellen

12Well-Platten (Zellkulturschalen) Nunc, Wiesbaden

24-Well-Platten (Zellkulturschalen) Nunc, Wiesbaden

6-Well-Platten (Zellkulturschalen) Nunc, Wiesbaden

Falcons 15 ml und 50 ml Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Kantlen BD Drogheda, Irland

MACS™ Pre-Separationfilter 30um Miltenyi Biotec Inc., Auburn CA, USA

MACS™ Separationssaulen 25 LS Miltenyi Biotec Inc., Auburn CA, USA
Neubauerzahlkammer
Pinzetten

Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg




Scheren
Skalpell No. 20
Spritze 10ml

Tissue culture dish (Petrischale), steril

Isolation primérer renaler Tubulusepithelzellen

12Well-Platten (Zellkulturschalen)
24-Well-Platten (Zellkulturschalen)
6-Well-Platten (Zellkulturschalen)

chirurg. Pinzetten

chirurg. Scheren

Falcons 15 ml und 50 ml

Kanulen

Pipettenspitzen

Skalpell No. 20

Spritze 10ml

Tissue culture dish (Petrischale), steril

Chemikalien fiir die Zellkultur

Fotales bovines Serum (FBS)
K1-Medium (Eigenherstellung, s. oben)
Penicillin/Streptomycin (PS)
rekombinantes murines rm GM-CSF

RPMI-1640 Medium

Material fiir die Zellkultur
12Well-Platten (Zellkulturschalen)
24-Well-Platten (Zellkulturschalen)
6-Well-Platten (Zellkulturschalen)
Falcons 15 ml und 50 ml
Pipetten Pipetman®P
Pipettenspitzen
Pipettierhilfe Pipetus®

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

Feather Safety Razor Co., Japan
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

TPP, Trasadingen, Schweiz

Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
BD Drogheda, Irland

Eppendorf AG, Hamburg

Feather Safety Razor Co., Japan
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

TPP, Trasadingen, Schweiz

Biochrom KG, Berlin

PAA Laboratories GmbH, Colbe

ImmunoTools, Friesoythe

GIBCO/Invitrogen, Paisley, Scotland, UK

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Gilson, Middleton WI, USA
Eppendorf AG, Hamburg
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

BD, Heidelberg
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RNA-Gewinnung und cDNA-Synthese

0,1M DTT Invitrogen, Karlsruhe

15 pg/ml Linear Acrylamide Ambion, Darmstadt

25nM dNTPS dNTP-Set, GE Healthcare, Miinchen
40 U/ul rNasin Promega, Mannheim

5*First Strand Buffer Invitrogen, Karlsruhe
Agarosepulver Invitrogen, Karlsruhe
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC) Fluka, Sigma Aldrich, Deisenhofen

DNAse Set (enthalt Dnase, RDD-Puffer, Rnase freies Wasser) Qiagen GmbH, Hilden

Hexanucleotide Roche, Mannheim
Natriumacetat (CH;COONa) Merck, Darmstadt

RNA Sample Loading Buffer Sigma Aldrich, Deisenhofen
RNeasy Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden
Superscript Il Invitrogen, Karlsruhe
B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe

Western blot

10 % Ammoniumpersulfat (APES) BioRad, Miinchen

10 % SDS BioRad, Miinchen
2-Buthanol Merck, Darmstadt

30 % Acrylamide (Rotiphorese Gel 30) Roth, Karlsruhe

Bio-Rad Protein Assay BioRad, Miinchen
Blockierlosung Western Blocking Reagent Roche, Mannheim

Bovines Serum-Albumin (BSA) Roche, Mannheim
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Desoxycholicacid Sigma Aldrich, Deisenhofen
ECL (Chemilumineszenz) NEN™ Life Science Prod., Boston, USA
ECL Rabbit-lgG HRP-linked GE Healthcare, Miinchen
EDTA Merck, Darmstadt

Eisessig Merck, Darmstadt

Esel Anti-Ziege-lgG.Antikorper (1:10000) Dianova, Hamurg

Glycerol Roth, Karlsruhe

Glycin Roth, Karlsruhe

HCL Merck, Darmstadt

Methanol Merck, Darmstadt




NaCl

Ponceau S
Proteasen-Inhibitor-Cocktail Complete
Standard peqGOLD Protein-Marker Il
TEMED

Tris

Triton X-100

Tween 20

Ziege Anti-SIGIRR-Antikorper (1:1000)

B-Mercaptoethanol

PAS-Farbung
Ammoniumpersulfat (APES)
Ethanol
Formaldehydlésung 37 %
Mounting Medium Vecta Mount
PAS
Xylol

3.1.4. Narkose der Versuchstiere

Narkosel6sung
10 ml Midazolam (1 mg/ml)
2 ml Fentanyl (0,05 mg/ml)

1 ml Dormitor (1 mg/ml)

Antagonistenlésung
5 ml Anexate (0,1 mg/ml)
0,5 ml Antisedan (5 mg/ml)

3 ml Naloxon (0,4 mg/ml)

3.1.5. Clodronat

Clodornatliposomen CI2MDP

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Peqglab, Erlangen

BioRad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Fluka, Sigma Aldrich, Deisenhofen
Fluka, Sigma Aldrich, Deisenhofen
R&D Systems Inc:, Emeryville, CA, USA

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Vector, Burlingame, CA, USA
Bio-Optica, Mailand, Italien

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz
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3.1.6. Software

Acrobat Writer Adobe

Adobe Lightroom 3 Adbobe
Endnote X4 Thomson
Firefox Mozilla

Office 2003 Microsoft
Qwin Leica
SigmaStat Systat Software
Windows Vista Microsoft

3.2. Methoden

3.2.1. Tierversuche

3.2.1.1. Versuchstierhaltung

Jeweils fiinf bis sechs Mause wurden in Kafigen vom Typ Makrolone Il (s. Material) bei 12-
stindigem Hell-/Dunkelrhythmus gehalten. Dabei bestand uneingeschrankter und zeitlich zu
keinem Zeitpunkt limitierter Zugang zu Futter und Wasser. Die Kafige, das Streu, Futter und Wasser
wurden vor Verwendung durch Autoklavierung sterilisiert. Samtliche Tierexperimente wurden
entsprechend den deutschen Tierschutzbestimmungen durchgefiihrt und waren von der Regierung

von Oberbayern genehmigt.

3.2.1.2. Versuchstiere: SIGIRR/TIR8”-Miuse

Homozygot defiziente SIGIRR/TIR8”-Miuse wurden durch homologe Rekombination des
SIGIRR/TIR8-Gens durch die Arbeitsgruppe um Prof. Alberto Mantovani im 129/Sv-Hintergrund
generiert. AnschlieBend genotypisiert und mit Mitgliedern des C57BL/6-Stammes verpaart, bis in
die F6-Generation [120, 121, 128] .

3.2.1.3. Induktion einer transienten Ischamie und Reperfusion
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Kern der in vivo Studie war eine operativ induzierte transiente Ischamie der Niere mit einer sich
unmittelbar anschlieBenden Reperfusion. Die Versuchstiere waren sechs Wochen alt und
mannlichen Geschlechts.

Zu Beginn der Operation wurde eine Narkosemischung angesetzt, die aus einem Barbiturat zur
Hypnose, einem Benzodiazepin zur Sedierung und Muskelrelaxation, sowie einem Opiat zur
Analgesie bestand. Zu diesem Zweck wurden zu 13 ml physiologischer NaCl-Lésung 1 mg
Medetomidin, 10 mg Midazolam und 0,1 mg Fentanyl gegeben. Neben der Narkosemischung wurde
auch eine Antagonistenmischung vorbereitet. Diese bestand aus 2,5 mg Atipamezol, 0,5 mg
Flumazenil und 1,2 mg Naloxon. Diese Pharmaka wurden in 8,5 ml physiologischer Kochsalzlosung
gel6st. Zur Narkoseeinleitung wurde zwischen 130 und 200 pl der Narkosemischung intraperitoneal
verabreicht, je nach Gewicht, so dass die Dosis der einzelnen Narkosemittel 0,5 mg pro kg
Korpergewicht Medetomidin, 5 mg pro kg Korpergewicht Midazolam sowie 0,05 mg pro kg
Koérpergewicht Fentanyl entsprach. Nach etwa 10 bis 20 Minuten war eine ausreichende Sedierung
und Analgesie fiir chirurgische Eingriffe von mindestens einer Stunde Dauer gegeben. Wahrend der
Narkose wurde das Tier mittels Warmelampe bei 37 °C warm gehalten und mit Bepanthen-
Augensalbe zur Prophylaxe von Hornhautschaden versorgt. Im Anschluss daran wurde das Tier
mittels Klebestreifen an allen Extremitdaten an der Unterlage fiir den sich anschlieRenden Eingriff
fixiert.

Nach Desinfektion des Operationsgebietes mit Ethanol erfolgte eine unilaterale Flankeninzision
(bzw. in einem weiteren Teilversuch bilateral, da beide Nieren einer totalen Ischdmie zugefihrt
wurden) von ca. 1,5 cm Lange unter sterilen Bedingungen dorsolateral. Nach Inzision und
Separation der subkutanen Schichten, sowie der Muskulatur, wurde die Niere in der Tiefe des
Retroperitonealraumes dargestellt und vorsichtig mit einer kleinen Pinzette aus ihrem Lager luxiert.
Es folgte die vorsichtige Praparation des jeweiligen Hilum renale, um es dann im Anschluss mit
einer Mikroaneurysmaklemme (vgl. Abb. 14) abzuklemmen, die an einem speziellen Adapter
gefuhrt wurde. Die Niere war damit vollstdndig von der arteriellen Perfusion isoliert. Dieser Zustand
der totalen Ischamie wurde fir jeweils 45 Minuten aufrecht erhalten. Nach genau 45-minitiger
Klemmung des Hilum renale wurde die arterielle Perfusion durch Entfernen der mikrovaskuladren
Klemme wieder hergestellt. Das so reperfundierte Organ wurde in das Nierenlager reponiert. Es
folgte die Wundnaht sowie die Klammerung der Hautinzision durch Fellklammern (vgl. Abb. 15).
Der gesamte Eingriff lag bei rund 60 Minuten Dauer. Um einen moglichen Volumenverlust zu
korrigieren wurde jedem Tier nach etwa der Halfte der Ischamiezeit 1 ml steriler Kochsalzlésung
subkutan injiziert. Nach Beendigung der Operation wurde die Narkose mittels Antagonistenlésung

aufgehoben.
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Abb. 14: Ubersicht Operationsbesteck und Mikroaneurysmaklemme

A Operationsinstrumentarium, bestehend aus diversen Pinzetten und Scheren, die zuvor
autoklaviert wurden, sowie Nadelhalter und Wundspreizer. B Mikroaneurysmaklemme (=) und
zugehoriger Adapter ({/), um die Klemme zu steuern und préazise an das Hilum renale zu dirigieren.
C Ubersichtsaufnahme der Mikroaneurysmaklemme im AbbildungsmaRstab 3:1.
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Abb. 15: Operative Prozedur der unilateralen transienten Ischémie

A Freilegung und Praparation der linken Niere, die Nierenkapsel ist er6ffnet, das Organ kann nun
vorsichtig aus dem Nierenlager luxiert werden. B Die Mikroaneurysmaklemme (=) unterbindet die
arterielle Perfusion der Niere durch Klemmung der A. renalis am Hilum renale (im Bild unmittelbar
unterhalb der Niere). Zeitpunkt der Klemmung ca. 10 Minuten. C Dargestellt ist das reperfundierte,
hyperamische Organ unmittelbar nach Entfernung der Klemme. Eine gedffnete Moskitoklemme (*)
dient hier als Wundspreizer. D Z.n. Ischdmie/Beginn der Reperfusion. Die Niere wurde in das
Nierenlager reponiert und der Situs wird durch Hautnaht verschlossen.
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3.2.1.4. Versuchstiere: Chimare Mause

Um chiméire Mause fir den in vivo-lschamie/Reperfusionsversuch zu generieren, wurde eine
Knochenmarktransplantation durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde Knochenmark aus 5 — 6
Wochen alten Spendermadusen, die entweder gesunde Wildtypmaduse, oder homozygot

SIGIRR/TIR8-defiziente Tiere waren, isoliert.

Insgesamt 6 6-Wochen alte C57/BL6J-Mause wurden mit einer flir das eigene Knochenmark letalen
Dosis bestrahlt. Die totale Strahlendosis bei der Ganzkérperbestrahlung der Empfangertiere betrug
9 Gy. Innerhalb von sechs Stunden nach Bestrahlung der Empfangertiere, bei der das Knochenmark
nahezu vollstindig zerstort wurde, wurde die Transplantation mit zuvor gewonnenem
Spenderknochenmark, entweder SIGIRR/TIR8+/+, oder SIGIRR/TIRS'/', durchgefiuhrt. Zu diesem
Zweck bekam jedes Empfangertier 200 pl einer Suspension, bestehend aus
Spenderknochenmarkzellen und HBSS, in die Schwanzvene injiziert. Dabei erhielt jedes
Empfingertier rund 4,5 x 10° Knochenmarkzellen transplantiert. Im Anschluss an die
Transplantation wurde den Tieren eine 8-wdchige Rekonvaleszenz gegeben, damit sich das
(transplantierte) Knochenmark regenerieren konnte. Die Reinheit des allogenen
Spenderknochenmarks wurde mittels Durchflusszytometrie Uberprift, bei der sich eine

durchschnittlich > 95 %-ige Reinheit ergab.

Im Folgenden die Darstellung der Gewinnung des Spenderknochenmarks: nach Totung der

Spendermaus wurden Femur und Tibia beidseits entnommen und nach grober Entfernung von
Haut- und Muskelgewebe in eine Schale mit Nahrlosung gegeben. Dabei bestand diese Nahrldsung
aus 10 ml HBSS mit einem Zusatz von 1 % FCS. Unter sterilen Arbeitsbedingungen wurden die zuvor
entnommenen Réhrenknochen Femur und Tibia durchgesplilt. Zu diesem Zweck wurde eine Spritze
(1 ml) mit aufgesetzter Kaniile (27G) auf die Offnung des Réhrenknochens gesetzt. Gespiilt wurde
jeweils mit 1 ml einer Lésung bestehend aus RPMI-Medium und 5 % FCS. Das Gesamtvolumen der
Spullésung pro Knochen lag bei 1 ml. Die so gewonnene Suspension von Knochenmarkzellen wurde
im Anschluss fur finf Minuten bei 100-facher Erdbeschleunigung (100 g) in einem 15 ml-Falcon
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und es wurden jeweils 3 ml Lysepuffer
hinzugegeben (0,155 M NH,CL in doppelt destilliertem Wasser) und die Zellen dann bei 4 °C drei
Minuten lang inkubiert. Es wurden dann 10 ml HBSS hinzugegeben und die Knochenmarkzellen
darin durch vorsichtiges auf- und abpipettieren resuspendiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation
fiir drei Minuten bei 50 g. Der Uberstand wurde wieder behutsam abgesaugt und das Zellpellet in 1
ml HBSS resuspendiert. Die Zellen wurden gezahlt und mit HBSS so verdiinnt, dass eine
Konzentration der Zellen von gut 4,5 x 10°/200 ul resultierte, die fiir das Empfingertier vorgesehen

war.
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3.2.1.5. Clodronat-Injektion

Das Clodronat, welches in dieser Arbeit verwendet wurde, war ein Geschenk der Firma Roche

Diagnostics, was an dieser Stelle dankend erwahnt sein soll.

Clodronat (Dichlormethylenbisphosphonat) ist ein Wirkstoff aus der Gruppe der Bisphosphonate.
Neben seiner inhibierenden Wirkung auf Osteoklasten hat es auch, in ausreichender Konzentration,
einen toxischen Effekt auf phagozytierende Zellen wie Makrophagen und dendritischen Zellen. Da
freies Clodronat auf Grund seiner hydrophilen Eigenschaften nicht dazu in der Lage ist, die
Phospholipiddoppelmembran zu durchdringen und damit in das Zellinnere zu gelangen, muss es
besonders verarbeitet werden. Das Clodronat wird daher in Liposomen, die als Tragersubstanz
dienen, gebunden. Die Liposomen kdnnen dann von Makrophagen und anderen phagozytierenden
Zellen leicht inkorporiert werden. Die in die Zellen aufgenommenen Liposomen werden dann von
der zelluldaren lysosomalen Phospholipase verdaut und setzen das Clodronat dann frei. Erreicht
dieses im Zellinneren eine gewisse Konzentration, fiihrt dies zur irreversiblen Schadigung der Zelle.
Sie stirbt den apoptotischen Zelltod [129, 130]. Somit kann durch Gabe von Clodronat eine
Depletion von dendritischen Zellen in vivo erreicht werden. Die Firma Roche Diagnostics stellte

dabei das fertig applizierbare Clodronat-Liposomenkonjugat zur Verfligung.

Jeweils 6 Mause des SIGIRR/TIR8-Knockouts beziehungsweise des Wildtyps wurden mit 200 pl i.v.
pro Individuum in die Schwanzvene injiziert. Dabei handelte es sich entweder um das Clodronat
oder Clodronat-freie Liposomen als Kontrolle. Die Versuchstiere wurden dabei am dritten und am
zweiten Tag vor Induktion der bilateralen Ischdmie mit Clodronat beziehungsweise den

Kontrollliposomen injiziert.

3.2.1.6. Bestimmung der Serumkreatinin-Konzentration

Um das Ausmal des Ischdmie-/Reperfusionsschadens in vivo auf die Nierenfunktion zu beurteilen,
wurde bei den Wildtyp- und SIGIRR-Knock-out-Mausen der Serumkreatininspiegel gemessen.
Kreatinin ist ein Abfallprodukt, das zum GroRteil glomerular filtriert wird und beim Gesunden relativ
konstant ausgeschieden wird und daher im Serum kaum variiert. Erhohte Serumkreatininwerte
kénnen also auf eine eingeschrankte oder beeintrachtigte Nierenfunktion schlieBen lassen. Dazu
wurde das kommerziell erhdltliche Creatinin FS*-Kit von DiaSys verwendet. Es handelt sich dabei
um einen kinetischen Test ohne Enteiweifung nach der Methode von Jaffé. Das Prinzip der
Methode basiert auf der Tatsache, dass Kreatinin in alkalischer Losung mit Pikrinsdure einen

orangeroten Farbkomplex bildet. Die zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessene

55



Extinktionsdifferenz ist dabei proportional zur Kreatininkonzentration. Den Versuchstieren wurde

dazu Blut aus der Schwanzvene entnommen, Serum gewonnen und wie folgt analysiert.

Zunachst wurde das Gebrauchsreagenz gemischt, bestehend aus vier Teilen Reagenz 1
(Natriumhydroxid) und einem Teil Reagenz 2 (Pikrinsdure). Dann wurde der Extinktionsleerwert der
1-cm-Kivette bei 492 nm Wellenldnge im Photometer gemessen. Schlielllich wurden je Kivette 30
ul der Serumprobe beziehungsweise des Standards, beziehungsweise destilliertes Wasser als
Negativkontrolle gegeben und anschliefend 200 ul des vorher gefertigten Gebrauchsreagenz pro
Kivette hinzugefligt und gemischt. Die Extinktion E1 wurde nach 60 Sekunden ermittelt, die
Extinktion E2 nach weiteren 120 Sekunden gemessen. Anhand folgender Formel konnte dann die

Kreatininkonzentration der Serumprobe berechnet werden:

AE Probe — AE Leerwert

Crrea [mg/dl] = AE Standard — AE Leerwert

X CKrea—Standard [mg/dl]

bei AE = E2 —E1

Die Messung wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

3.2.2. Zellkultur

3.2.2.1. Kulturbedingungen

Um eine Methode zu finden, beziehungsweise zu etablieren, die eine in vitro Versuchsreihe fir
isolierte primare  Zellen ermoglichen sollte,  wurden die  ersten in vitro
Ischdmie/Reperfusionsexperimente an der murinen Tubulusepithelzelllinie mTEC (engl. murine

tubular cells) durchgefiihrt.

3.2.2.2. Auftauen und Einfrieren der MTC-Zelllinie

Die in fllssigem Stickstoff gelagerten eingefrorenen Zellen der MTC-Zelllinie worden wie folgt
aufgetaut: nach behutsamer Entnahme der Cryovials (Kalteaufbewahrungsrohrchen) aus dem
flissigen Stickstoff wurde die Réhrchen im Wasserbad bei 37 °C Wassertemperatur fir circa 3
Minuten aufgetaut und aufgewdrmt. Die aufgetauten Zellen wurden daraufhin in 5 ml

angewdrmten DMEM-Kulturmedium unter Zusatz von Kalberserum FCS (5 %) und Penicillin-
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Streptomycin (1 %) durch vorsichtiges Schitteln resuspendiert. Es folgte eine vier-minitige
Zentrifugation bei 1400 Umdrehungen/Minute. Dies hatte den Zweck, die Zellen von Resten des
zytotoxischen Gefriermediums DMSO (Dimethylsulfoxid, Verwendet bei der Kryokonservierung von
lebenden Zellen) zu separieren. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt
und der Bodensatz (Zellen) erneut in 5 ml des oben genannten Kulturmedium suspendiert. Dieser
Waschschritt diente der Reinigung der allerletzten DMSO-Reste. Nach erneuter Zentrifugation
wurde der Bodensatz zum letzten Mal in 10 ml des Kulturmediums resuspendiert und unter sterilen
Bedingungen auf die Petrischalen verteilt und im Brutschrank inkubiert. Das Kulturmedium wurde

nach 24 Stunden erneuert, diesmal mit dem Standardanteil von 10 % FCS.

Fir die Kryokonservierung wurden die Zellen, analog zur Zellpassage (s. unten), nach Absaugung
des Kulturmedium mit PBS gewaschen. Nach Absaugen des PBS wurden die Zellen mit einer Losung,
bestehend aus PBS und EDTA (1,5 mM) benetzt und fiir zehn Minuten im Brutschrank inkubiert. Die
abgel6sten Zellen wurden dann wie oben beschrieben zentrifugiert und der Bodensatz in 2 ml FCS
mit 10 % DMSO resuspendiert. Jeweils ein Milliliter der Zellsuspension wurde in die speziellen
Cryovials gegeben und diese dann in einer Kryobox bei -80 °C fiir 48 Stunden eingefroren, ehe die

Cryovials im fliissigen Stickstoff gelagert werden konnten.

3.2.2.3. Kulturbedingungen und Zellpassage

Die Zellen der murinen Tubulusepithelzelllinie mTEC wurden in einem Kulturmedium, bestehend
aus dem kommerziell erhaltlichen DMEM-Medium, mit variierendem Anteil purifiziertem und
Hitze-inaktiviertem fotalen Kalberserum FCS gehalten. Der Anteil des Kalberserums FCS wurde je
nach gewiinschter Wachstums- und Proliferationsgeschwindigkeit zwischen 5 und 10 % gewahit.
Um das Risiko einer Kontamination und Infektion der Zellkultur zu minimieren, wurde jeweils eine
Antibiotikaprophylaxe, bestehend aus einem Penicillin-Streptomycin-Konzentrat in das
Kulturmedium gemischt. Der Anteil der Antibiotikalésung betrug jeweils 1 % des
Kulturmediumvolumens. Kultiviert wurden die mTEC-Zellen in sterilen Petrischalen. Desweiteren
wurden die Zellen im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, —Anteil gehalten. Eine lichtmikroskopische
Uberpriifung der Zellkultur fand alle 24 Stunden statt, wobei auf Konfluenzgrad und eventuelle
morphologische Verdnderungen geachtet wurde, beziehungsweise auf Verdnderungen der
Indikatorfarbe und Klarheit des Kulturmediums, was Hinweise auf eine mogliche Verunreinigung

und Kontamination liefern kénnte.

Waren die Kulturschalen zu ca. 90 % konfluent mit Zellen bewachsen, erfolgte die Zellpassage in
frische Kulturschalen. Das alte Kulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen.

Das PBS wurde ebenfalls entfernt und die Kulturschalen anschlieffend mit einer Losung aus PBS und
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EDTA (1,5 mM) befillt und fir zehn Minuten im Brutschrank bebritet. Der abgeldste Zellrasen
wurde dann vier Minuten bei 1400 Umdrehungen/pro Minute zentrifugiert. Das Pellet wurde dann,
nach Absaugen des Uberstandes, in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Das Suspensat wurde dann
im gewlinschten Verhaltnis (etwa 1 : 5 oder 1 : 10 beispielsweise) mit frischem Medium verdinnt.
Die so verdinnten mTEC-Zellen wurden dann auf frische sterile Kulturschalen, je nach

Hypoxieversuch, verteilt.

3.2.2.4. lsolation und Kultur primarer muriner Tubulusepithelzellen

Die Zellkulturschalen wurden am Abend vor der Isolation mit jeweils 6 pg Kollagen IV pro cm?

Flache beschickt.

Das Tier wurde durch zervikale Dislokation getotet. Es folgte die Hautinzision mit der Schere von
kaudal nach kranial bis zum Handgriff des Sternums. Nach Er6ffnung des Peritoneums und seitlicher
Verdrangung des Darmes waren die Beiden Nieren freigelegt (Abb. 16). Die beiden Organe wurden
nahe dem Hilum abgesetzt und in einer sterilen Petrischale von der Capsula fibrosa befreit. Sofort
im Anschluss wurden die Nieren mit 0,5 ml kaltem HBSS-HEPES Medium (Hank’s balanced salt
solution mit 10 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1—piperazinyl)-ethansulfonsdure) bedeckt und mit dem
sterilen Skalpell in etwa 1 mm?3 groRe Stiicke zerstoRen. Es wurden daraufhin erneut 5 ml kaltes
HBSS-HEPES hinzugegeben und die Suspension mit einer sterilen Spritze aufgezogen und durch
einen 30 pum-Filter (MACS Pre-Separation Filter) in ein steriles Falcon filtriert. Im Anschluss wurde
die Zellsuspension bei 4 °C mit 1100 RPM fiir flinf Minuten in der Kaltezentrifuge zentrifugiert. Nach
Dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen des Bodensatzes mit 10 ml Medium, bestehend
aus DMEM-Zellkulturmedium mit 10 % FCS und 1 % Penicillin-Streptomycin, resuspendiert und in
einer sterilen Petrischale bei 37 °C zwei Stunden im Brutschrank inkubiert. Wahrend der Inkubation
konnten sich Makrophagen am Schalengrund festsetzen, wohingegen Tubulusepithelzellen in
Suspension verblieben. Nach Ablauf der zweistlindigen Inkubation wurde das Medium zusammen
mit den nicht adharenten Zellen behutsam abgesaugt und erneut zentrifugiert, diesmal bei
Raumtemperatur. Der Uberstand wurde dekantiert, der Bodensatz mit dem Kulturmedium K1
resuspendiert und auf die mit Kollagen IV vorbehandelten Platten ausgesat. Alle drei Tage wurde
das Medium gewechselt, bis die Zellen zu ca. 80 % konfluent waren, um die in vitro-Experimente

durchzufiihren.
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Abb. 16: Isolation primdrer Tubulusepithelzellen, Préiparation

Gezeigt sind einige Prdparationsschritte zur Darstellung der beiden Nieren, aus denen
Tubulusepithelzellen fir die Ischdmie-/Reperfusionsexperimente in vitro gewonnen wurden. A
Dargestellt ist der Situs unmittelbar nach Hautinzision, die beginnend in der Umbilikalregion vom
kaudal (im Bild unten) nach kranial (im Bild oben) bis zum Jugulum gefiihrt wurde. Das Peritoneum
ist noch verschlossen. B Situs nach Eroffnung des Peritoneums. Beachte die in die Cavitas
abdominalis luxierten Testes (). Darmschlingen verdecken noch den Zugang zu den Nieren. * =
Leber, { = Milz. C Gezeigt ist der Retroperitonealraum nach Exzision des Darmes. * = Leber; > =
Pars abdominalis aortae, |, = A. renalis; » = M. psoas major.

3.2.2.5. Isolation und Kultur primarer renaler Antigen-prasentierender

Zellen

Basierend auf der Tatsache, dass die residenten renalen dendritischen Zellen oder Antigen-
prasentierenden Zellen unter anderem das HLA-Merkmal CD11b auf der Oberflache tragen [89],
wurden die renalen Antigen-prasentierenden Zellen bei ihrer Isolation mit einem CD11b-Antikdrper
markiert, der am Fc-Ende ein magnetisches Mikrokligelchen tragt. Durch diese magnetische
Markierung war eine Separation mittels Magnetsortierung moglich (vgl. Abb. 17) [131]. Diese
Methode wurde im Vorfeld dieser Arbeit durch Herrn PD Dr. M. Lech in der eigenen Arbeitsgruppe

etabliert [132]. Im Folgenden die Details der Isolation dieser CD11b*-Zellen aus der murinen Niere.

Das Tier (entweder SIGIRR/TIR8"/+ oder SIGIRR/TIRS'/') wurde durch zervikale Dislokation getotet.
Die Haut wurde mit einem Medianschnitt, beginnend in der Umbilikalregion, von kaudal nach
kranial bis zum Proc. xyphoideus inzidiert. Nach Er6ffnung der Peritonealhdhle und der seitlichen

Luxation von Darmschlingen war der Zugang zu den Nieren freigelegt (Abb. 16). Die beiden Organe
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wurden aus dem Nierenlager luxiert und durch organnahe Durchtrennung des Hilum renale
abgesetzt. In einer sterilen Petrischale wurden jeweils die Capsula fibrosa entfernt und danach
rasch die Organe in 300 pl kaltem RPMI-Medium mit 10 % FCS und 1 % PS mit einem Skalpell in
etwa 1 mm?3 groBe Stiickchen zerschnitten. Die Zellsuspension wurde mit einer 10 ml Spritze
aufgezogen und in ein steriles Falcon durch einen 30 um Filter (MACS Praseparationsfilter) filtriert.
Die Zellzahl wurde unverziglich mit Hilfe der Neubauer-Zdhlkammer durch einen Assistenten
ermittelt. Die Zellsuspension wurde wahrenddessen bei 300 g zehn Minuten lang in der
Kiltezentrifuge zentrifugiert, um die Kiihlkette nicht abreifen zu lassen. Der Uberstand wurde
dekantiert und das Pellet pro 1 x 10’ Zellen in jeweils 90 ul gekiihltem Puffer (PBS mit 0,5 % FCS und
2 mM EDTA) mit 10 pl der sogenannten Microbeads durchgemischt. Diese Microbeads sind
Metallkiigelchen, die in diesem Fall mit einem Anti-CD11b-(Mac-1a) IgG 2b—Antikdrper der Ratte
konjugiert sind und eine magnetische Zellsortierung ermdoglichen. Der konjugierte Antikorper
wurde im Dunkeln mit den isolierten renalen Zellen bei 4 °C genau 15 Minuten lang inkubiert. Nach
anschlieBendem Waschen mit 5 ml Puffer erfolgte eine weitere Kaltezentrifugation bei 300 g fiir 10

Minuten. Mit 2 ml kaltem Puffer pro 1 x 10’ Zellen wurde das Pellet resuspendiert.

Es folgte die magnetische Separation der CD11b*-Antigen-prasentierenden Zellen an der MACS
Separationssaule (MACS Separation columns, 25 LS), die unmittelbar vorher mit 3 ml Puffer gespiilt
wurde. Das Zellsuspensat wurde nach Auftragung auf die Sdulen insgesamt drei Mal mit kaltem
Puffer gewaschen. Der Durchfluss wurde zur spateren Kultur in DMEM-Kulturmedium, das mit 1 %
Penicillin-Streptomycin und 10 % FCS versetzt war, in einem sterilen Falcon gesammelt. Nach dem
letzten Waschschritt wurde die Sdule vom Magneten entfernt und die mit den magnetischen
Antikdrper markierten CD11b"-Zellen in RPMI-Kulturmedium, dem 10 % FCS, 1 % Penicillin-
Streptomycin sowie das Hormon GM-CSF (c = 1 ng/ml) in entsprechenden Schalen kultiviert. Das

Medium wurde alle drei Tage erneuert, bis die Platten zu 70 — 80 % konfluent bewachsen waren.

3.2.2.6. Experiment zu Ischamie und Reperfusion in vitro

Die bei den Isolationen gewonnen primaren renalen Tubulusepithelzellen und Antigen-
prasentierenden Zellen dienten der Untersuchung von Ischamie/Reperfusion in vitro. Ziel eines
jeden in vitro-Versuchs muss es sein, die ischdmischen Bedingungen und vor allem das ischamisch-
hypoxische Mikromilieu in vivo so gut wie moglich zu reproduzieren. Gleichzeitig muss man sich
auch dessen bewusst sein, dass man die in vivo-Bedingungen nie zu 100 % reproduzieren kann.
Kern der Uberlegungen war, dass Ischdmie bei weitem nicht nur aus der Hypoxie besteht. Wie
bereits erwahnt, besteht die Ischamie im Wesentlichen aus vier Hauptphianomenen, die zu

beobachten und zu beachten sind: allen voran die Hypoxie, der lokale Anstieg des CO,-
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Partialdruckes (= Hyperkapnie), die eingeschrankte bis unzureichende Versorgung des ischamischen
Gewebes mit Ndhrstoffen (Glukose), sowie die Akkumulation von Metaboliten, die vor allem durch
den Wechsel zum anaeroben Stoffwechsel entstehen. Diese Hauptmerkmale bedingen dann in
ihrer Summe eine pH-Anderungen hin zum Sauren, in vivo die lokale Gewebeazidose [133]. Im
Allgemeinen wird in der Literatur ein Sauerstoffpartialdruck von < 35 mmHg als hypoxisch
angesehen. An diesem Wert orientieren sich viele Arbeiten zur Hypoxie- und Ischamieforschung in
vitro, jedoch muss beriicksichtigt werden, dass einige Arbeiten erst ab Werten des pO, < 6 mmHg
einen Wechsel von aeroben zu anaeroben Metabolismus bei renalen Zellen finden konnten, die sich
ja bereits unter physiologischen Bedingungen, je nach Lokalisation in der Niere, extrem niedrigen
Sauerstoffpartialdriicken gegeniliber sehen [134, 135]. Der Wechsel des Zellstoffwechsels von aerob
zu anaerob sollte bei in vitro-Versuchen beriicksichtigt werden, und auch als Parameter fir einen
Hypoxiebeweis genommen werden. Allerdings kommt komplizierend hinzu, dass selbst Zelllinien,
wie die LLC-PK1-Linie, bereits bei normoxischen Bedingungen (21 % O, im Medium) auf anaeroben
Stoffwechsel umgestellt sind [136]. Desweiteren ist bekannt, dass andere Parameter wie Volumen
des Kulturmediums, Dicke der Flussigkeitsschicht Gber der Zellkultur, Zusammensetzung des
Kulturmediums und viele andere einen wichtigen Einfluss auf den Sauerstoffanteil und das
Verhalten der Zellen haben [133]. Eine weitere Besonderheit aus der bisherigen Erfahrung aus
Ischamieversuchen in vitro ist, dass Zellkulturen besonders empfanglich fir Effekte der Hypoxie
sind, wenn ihnen Nahrstoffe, vor allem Glukose, entzogen werden. Beispielsweise reagiert die
MDCK-Zelllinie (Tubulusepithelzelllinie des distalen Tubulus und der Sammelrohre) nur unter
Glukose-freien Kulturbedingungen [133, 137]. Auch Jantsch et al. konnten fiir ihre
Ischamie/Reperfusionsversuche in vitro erkennen, wie wichtig die Glukose- beziehungsweise

Serumklarrenz fur Zellkulturen sind [99].

Die zweite Hauptrolle neben der Ischdmie spielt die Reperfusion. Sie sorgt in vivo erst fir den
destruktiven Effekt und aggraviert somit erst recht den zellularen Schaden und den
Gewebeschaden (vgl. 1.4., [138, 139]). Im Allgemeinen wird die Reperfusion in vitro simuliert, in
dem die zuvor hypoxische Zellkultur wieder unter Standardbedingungen, vor allem der Raumluft,
gehalten werden. Dies fihrt zur raschen Normalisierung des pCO, und pO, in vitro, und damit zur
Normalisierung des pH. Aber auch die Versorgung mit frischem Kulturmedium ist von
entscheidender Bedeutung. Es zeigte sich, dass in vitro das unzureichende Nahrstoffangebot und
die laufende Akkumulation von Metaboliten des anaeroben Stoffwechsels weiter bestehen, wenn

die Zellkultur nicht mit frischem Kulturmedium versorgt wird [133].

Um das Verhalten unter kiinstlichen hypoxischen Bedingungen zu beobachten, wurde die Hypoxie

beziehungsweise Ischamie durch eine Sauerstoffdeprivation bei 100 % N, in der Umgebungsluft
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erreicht. Zu diesem Zweck wurde mit einer Hypoxiekammer, der Modular Incubator Chamber™
gearbeitet (vgl. Abb. 19). Das Prinzip der Hypoxiekammer beruht auf dem Prinzip der freien
Gasdiffusion, wobei es zu einem Konzentrationsgleichgewicht bzw. Ausgleich zwischen Raumluft

und dem im Kulturmedium geldsten Gas kommt (vgl. Abb. 18).
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Abb. 18: Prinzip der Sauerstoffdeprivation durch freie Diffusion

Viele Faktoren beeinflussen den Sauerstoffpartialdruck und den Sauerstoffgehalt des
Kulturmediums. In den Versuchen zur Hypoxie in vitro wurden die Kulturschalen in einer
geschlossenen Umgebung mit einem Gehalt von 100 % inertem N, inkubiert. Durch die freie
Diffusion kommt es dabei zum Ausgleich der unterschiedlichen O,-Gehalte der Umgebung und des
Kulturmediums. Durch Nachbegasung mit N, wurde sichergestellt, dass der Sauerstoff vollstandig
aus dem Kompartiment entfernt wurde. Aus Russ et al. [133]

Die murine Tubulusepithelzelllinie fiir die Etablierungsversuche, sowie die primaren
Tubulusepithelzellen bzw. die renalen Antigen-prasentierenden Zellen wurden wie folgt auf die
Hypoxie vorbereitet: um die Tubulusepithelzellen beziehungsweise die renalen CD11b*-Zellen fiir
die Hypoxie zu sensibilisieren, wurde sie in einem Hungermedium prakonditioniert (starving). Das
Hungermedium bestand aus dem jeweiligen Kulturmedium (K1-Medium bzw. RPMI) mit einem
deutlich reduzierten Serumanteil. Bei den isolierten Tubuluszellen betrug der Serumanteil im
Hungermedium 0,5 % FCS, bei den CD11b*-Zellen 0,0 % FCS. Die Zellen wurden jeweils drei Stunden
vor Beginn der Hypoxie im Hungermedium bebriitet, das jeweils mit LPS in der Konzentration 1
pg/ml versetzt war. Nach Ablauf der Hungerzeit wurde die Zellen in die Hypoxiekammer gegeben
und diese dann mit sterilem 100 %-igen N, geflutet. Nach Herstellerangaben reicht eine Begasung
der Hypoxiekammer von vier Minuten bei einem Gasfluss von 20 I/min aus, um die Kammer
komplett von Raumluft auszuwaschen. Fir die Experimente wurde die Kammer bei einem Gasfluss

von 20 I/min N, sechs Minuten lang geflutet (Abb. 19). Die Kammer wurde im Anschluss luftdicht

62



versiegelt und drei Stunden lang im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der der drei-stliindigen
simulierten Ischamie/Hypoxie wurden Mediumproben zur weiteren Analyse entnommen. Dabei
wurde die Halfte des hypoxischen Mediums entnommen, und der Rest in den Kulturschalen
belassen. Es folgte die simulierte Reperfusion, bei der zu dem belassenen hypoxischen Medium das
ja auf die Halfte reduziert war, das jeweilige frische Kulturmedium hinzugegeben wurde. Das frische
Reperfusionsmedium hatte dabei einen Anteil von 20 % FCS, der sich ja durch Mischung mit dem
belassenen ischamisch/hypoxischen Medium auf den normalen Zellkulturanteil von 10 % FCS
verdlinnte. Die Zellen, jetzt aus der Hypoxiekammer befreit, wurden dann bei normalen
normoxischen Kulturbedingungen im Brutschrank fir 24 Stunden bebritet. Nach Ablauf der 24-
stiindigen Reperfusionsphase, in der sich die Zellkulturen erholen konnten, erfolgte die zweite

Probenentnahme, diesmal aus dem Reperfusionsmedium.

Abb. 19: Hypoxiekammer und Versuchsaufbau

A Dargestellt ist eine Ubersicht der Modular Modular Incubator Chamber ™ des Unternehmens
Billups-Rothenberg, mit der alle in vitro-Experimente zu Ischdmie/Reperfusion durchgefiihrt
wurden. Deutlich zu sehen der Metallverschlussring, der zusammen mit dem Kunststoffgehduse die
Hypoxiekammer luftdicht versiegelt. B Versuchsaufbau fiir einen Ischamie/Reperfusionsversuch,
hier bei Flutung mit inertem und sterilem N,, das aus der Gasflasche (*) mit integriertem
Flussmesser, liber einen sterilen Schlauch mit der Hypoxiekammer verbunden ist. Die Kammer
wurde fir sechs Minuten bei einem Flow von 20 I/Min begast. Dabei entsteht in der Kammer eine
hundertprozentige N,-Atmosphare. Beachte den luftdicht verschlieBbaren Eingangskanal ({ ') und
den ebenfalls luftdicht verschlieBbaren Ausgangskanal (¢&). Zum Belliften mit normaler Raumluft
wurden beide Kanéle nach drei-stlindiger Hypoxie im Brutschrank geoffnet, was zu einer sofortigen
Beltftung mit Raumluft flhrte.

3.2.3. Gewebe- und Immunhistochemie und histopathologische Auswertung

3.2.3.1. Gewebe- und Immunhistochemie

Die aus den Tierversuchen gewonnen Nieren wurden lichtmikroskopisch analysiert. Zu diesem

Zweck wurden verschiedene Farbemethoden, sowohl histochemische, als auch
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immunhistochemische angewandt. Die entnommenen Organe wurden in sog. Histosettes gegeben.
Es folgte die Fixierung des Gewebes in einer Losung aus PBS mit 10 % Formalin. Daraufhin wurden
die Organe in Paraffin eingebettet. Diese Paraffinblocke wurden in Scheibchen von je 2 um Dicke
geschnitten, in der Art, dass die Nieren in der Frontalebene geschnitten wurden. Die Schnitte
wurden auf mit APES vorbehandelte Objekttrager gegeben. Diese Schnitte wurden anschlieend in
einer Alkohollésung absteigender Konzentration vom Paraffin rein gewaschen und rehydriert. Dazu
wurden die Schnitte jeweils drei Minuten in Xylol, 100 % Ethanol, 95 % Ethanol, 80 % Ethanol, 50 %
Ethanol und in PBS gewaschen. Es folgte die Blockierung (fir 20 Minuten, im Dunkeln) der
endogenen Peroxidase mit 30 % H,0, in Methanol. Nach erneutem kurzen Waschen in PBS (2 x 5
Minuten) wurde Antigen demaskiert mit je 300 ml destilliertem Wasser mit Zusatz von 3 ml sog.

antigen unmasking Solution.

PAS-Firbung

Um den histopathologischen Effekt von Ischamie und Reperfusion zu analysieren und den I/R-
Schaden zu quantifizieren, wurden die vorbereiteten Nierenschnitte nach Herstellerangaben mit
perjodsaurem Schiffreagenz (engl. Periodic Acid Schiff, PAS) angefarbt und anschlieBend

ausgewertet.

Neutrophilenfiarbung

Um eine Quantifizierung der postischamischen Neutrophileninfiltration vorzunehmen, wurden die
zu den Zeitpunkten 1 Tag, 5 Tage und 10 Tage nach Ischdmie/Reperfusion isolierten Nieren
immunhistochemisch gefarbt. Dabei kam ein Ratten-Anti-Maus-Neutrophilen-Ak (1:50) als

Primarantikorper zum Einsatz.

Makrophagenfirbung
Fir die Erfassung der infiltrierenden Makrophagen nach Ischamie/Reperfusion wurden die Schnitte
der isolierten Nieren wie folgt gefarbt: es kam als Primarantikdrper ein Ratten-Anti-F4/80-Ak zum

Einsatz (1:50).

CCL2/MCP-1-Firbung
Um intrazellular gelegenes synthetisiertes MCP-1 darzustellen wurde das postischamische Gewebe
zum Zeitpunkt 5 Tage nach Ischdmie/Reperfusion wie folgt gefarbt: als Primarantikérper wurde ein

Schaf-Anti-CCL2/MCP-1-Ak verwendet (1:1000).

Der Primarantikorper wurde dabei jeweils Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Als Sekundarantikérper

kamen Anti-Ratte-IgG beziehungsweise Anti-Schaf-IgG zum Einsatz.
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3.2.3.2. Histopathologische Auswertung

Die entnommenen Organe wurden fir die Quantifizierung und Analyse des Ischamie- und
Reperfusionsschadens, wie oben beschrieben, PAS gefarbt. Dabei wurden die kortikalen Regionen
der SIGIRR/TIR8+/+- beziehungsweise der SIGIRR/TIRS'/'-Nieren, sowie deren jeweiligen Kontrollen
zu den Entnahmezeitpunkten 1 Tag, 5 Tage und 10 Tage nach Ischamie/Reperfusion unter dem
Lichtmikroskop betrachtet. Pro Individuum wurden zehn sich nicht tGiberlappende Gesichtsfelder bei
einer 100-fachen VergrofRerung von zwei verblindeten Untersuchern ausgewertet. Jedes
Gesichtsfeld wurde einer Schadenskategorie, die von 0 — 5 Punkten reichte, zugeordnet. Aus den
zehn individuellen Schadenszuordnungen pro Individuum wurde das individuelle AusmaR des

Ischamie- und Reperfusionsschadens arithmetisch gemittelt.

Bei der Zuordnung und Quantifizierung des interstitiellen 1/R-Schadens wurde nach folgenden

morphologischen Veranderungen eingeteilt:

0 entspricht einer Gewebeintegritat in der PAS-Farbung von anndhernd 100 %, was dem Zustand
der unbehandelten Kontrollniere entspricht. Dabei war jeweils zu beobachten, dass die
Basalmembran des Tubulusepithels durchgehend war, die proximalen Tubuli einen deutlich
erkennbaren und in das Lumen prominenten Blrstensaum prasentierten. Desweiteren, dass
normale freie Tubuluslumina ohne Anzeichen einer Dilatation oder intraluminarer Ablagerungen
vorhanden waren. Auf zelluldrer Ebene zeigten sich intakte und gesunde Epithelzellen ohne
Anzeichen fiir apoptotischen oder nekrotischen Zelluntergang, ohne Zeichen einer zelluldren
Schwellung oder Lision des Zellkerns. AuRerdem keine Hinweise fiir ein interstitielles Odem oder

fibrinos-exsudative Prozesse.

Deutlich erkennbare histopathologische Veranderungen des postischamischen Parenchyms, des
Interstitiums und der zelluldaren Integritdat wurden anhand ihrer prozentuellen Auspragung den
Punktwerten 1 bis 5 zugeordnet (Abb. 20). Ganz allgemein sind Zeichen und Kriterien fir
pathologische Veranderungen auf Grund vorausgegangener Ischdmie/Reperfusion oder anderer
zirkulatorischer Krankheiten der Niere: Zeichen des apoptotischen oder nekrotischen
Zelluntergangs, interstitielles Odem mit einhergehender Schwellung, Verlust bzw. Minderung des
Biirstensaums der proximalen Tubuli. Eine diskontinuierliche Basalmembran als Zeichen fiir eine
Lasion der peritubuldren Basalmembranscheide. Gewertet wurden auch Verdnderungen wie
tubuldre Dilatation, Abriss und konsekutive Abscherung von Tubulusepithelzellen in das
Tubuluslumen. Daraus resultieren intraluminare gipsartige Zylinder (casts), die das Tubuluslumen
verlegen. Der Auspragungsgrad hangt vom prozentuellen Anteil des geschadigten Gewebes am

gesamten Gesichtsfeld, unter Beriicksichtigung der eben genannten morphologischen Kriterien.
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Abb. 20: Quantifizierung des histopathologischen Ischdmie-/Reperfusionsschadens
Abgebildet sind reprasentative histologische Schnitte in PAS-Farbung. 0 entspricht dem Zustand der

unbehandelten Kontrollniere, 5 dem maximalen 1/R-Schaden, der bei > 76 % des Gesichtsfeldes
liegt. VergroRerung 100 x.

Die Zuordnung des I/R-Schadens zum jeweiligen Punktwert (Score) wurde wie folgt vorgenommen:

0 Punkte standen fiir ein absolut unbehandeltes, nicht verandertes renales Gewebe
e 1 Punkt entsprachen einer Schadigung des Nierengewebes von <10 %

e 2 Punkte entsprachen einem Schadensanteil von 11 -<25%

e 3 Punkte wurden vergeben, wenn der I/R-Schaden 26 - <45 % betrug

e 4 Punkte entsprachen einem Schadensanteil von 46 - <75 %

e 5 Punkte beschrieben den maximalen I/R-Schadensanteil von > 76 % des Gesichtsfeldes.
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3.2.4. ELISA

3.2.4.1. Prinzip

ELISA ist die englische Abkirzung fiir Enzyme-linked Immunosorbent Assay. Es handelt sich dabei
um eine immunologische Methode, mit der sich, basierend auf einer enzymatischen Farbreaktion,
Proteine nachweisen, beziehungsweise deren Konzentration in Lésung messen lassen [140, 141].
Vereinfacht dargestellt kommt ein Antikérper zum Einsatz, der spezifisch an das (nachzuweisende)
Antigen binden. Der Antikorper ist dabei mit einem Enzym konjugiert, welches eine Farbreaktion

katalysiert, die dann die Prasenz des nachzuweisenden Proteins beweist.

In dieser Arbeit kam eine Variante des ELISA zum Einsatz, namlich der sog. ,Sandwich“- ELISA.
Einziger Unterschied bei dieser Methode ist die Tatsache, dass zwei Antikdrper verwendet werden,
die an jeweils unterschiedliche Epitope des nachzuweisenden Molekiils binden. Fir die in dieser
Arbeit vorgenommenen Untersuchungen wurde der erste Antikorper (engl. coating-antibody) auf
eine 96-well-Microtiterplatte aufgetragen. Dieser benetzt dort die Oberflache. Die Probe wird auf
den ersten Coating-Antikorper gegeben und dort proportional zu ihrer Konzentration gebunden. Im
nachsten Schritt wird der zweite Antikérper (engl. detection antibody) zugegeben. Dieser ist mit
einem Enzym konjugiert, der Meerrettichperoxidase (HRP, engl. horseradish peroxidase). Der
Detection-Antikorper bindet nun ebenfalls an das nachzuweisende Protein, das ja im vorherigen
Schritt durch den Coating-Antikérper gebunden worden ist. Es entsteht ein Komplex bestehend aus
dem ersten Antikorper, dem nachzuweisenden Antigen und dem zweiten Antikérper, der zusatzlich
an die Peroxidase gekoppelt ist. Dieser Komplex erinnert schematisch an ein Sandwich. Im
folgenden Schritt wurde ein Chromogen (bestehend aus Tetramethylbenzidin und H,0,)
hinzugegeben, welches das Substrat der Meerrettichperoxidase ist, und es konnte ein
Farbumschlag beobachtet werden. Dieser Farbumschlag wurde photometrisch analysiert. Dabei ist
die gemessene Absorption proportional zur Konzentration des enzymatisch entstandenen
Farbstoffes und damit proportional zur Konzentration der nachzuweisenden Substanz. Die so
erhobenen Absorptionswerte wurden dann mit den Absorptionswerten von bekannten
Konzentrationen der jeweiligen Substanz verglichen, woraus sich die gesuchten Konzentrationen

riickrechnen lieRen.
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3.2.4.2. Bestimmung der IL-6-Konzentration

Die Bestimmung der IL-6-Produktion der Zellkulturen wurde mit ELISA durchgefiihrt. Gemessen

wurde dabei die Konzentration von IL-6 aus den Mediumiberstidnden.

Am Vorabend der Messung wurden die 96-well-Microtiterplatten mit dem ersten Antikorper, dem
Capture-Antikorper (monoklonaler Anti-Maus-IL-6-Antikorper), beschickt, und im Kiihlschrank bei 4
°C liber Nacht inkubiert. Dabei wurden jeweils 100 pl der Antikoérper-Beschickungslosung in ein well
pipettiert. Am Tag der Messung wurde nach Waschen der Microtiterplatten (drei Mal, jeweils mit
300 pl Waschpuffer pro well) diese mit Reaktionsverdiinner fir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert (PBS mit 10 % FCS, 200 pl pro well), um unspezifische Reaktion zu verhindern. Es folgte ein
erneutes dreimaliges Waschen. Im Anschluss wurde der IL-6-Standard in einer Verdiinnungsreihe
von 1000 pg/ml bis 7,8 pg/ml und die zu messenden Proben aufgetragen. Standard und Proben
waren dabei in Reaktionsverdiinner gel6st, das Volumen pro well betrug 100 pl. Es folgte eine
zweistiindige Inkubation der Proben und des Standards bei Raumtemperatur. Nach Ablauf der zwei
Stunden wurden die Mikrotiterplatten erneut gewaschen (fiinf Mal). Es folgte die Zugabe des
zweiten Antikorpers, der sog. Detection-Antikorper, zusammen mit dem Reaktionsenzymkonjugat
aus Streptavidin und Meerrettichperoxidase (wieder 100 pl/well). Bei dem Detection-Antikorper
handelte sich um einen biotinylierten monoklonalen Anti-Maus-IL-6-Antikdrper. Damit sich der
»,Sandwich-Komplex“ aus erstem Antikdrper, Antigen (bzw. zu messende Substanz) und zweitem
Antikorper bilden konnte, wurden die Mikrotiterplatten eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Platten wurden dann insgesamt 7 Mal gewaschen. Es folgte die Zugabe des
chromogenen Substratgemisches, bestehend aus Tetramethylbenzidin und H,0,, im Verhaltnis 1:1
zu 100 pl/well. Die Mikrotiterplatten wurden dann unverziglich im Dunkeln bei Raumtemperatur
fir 30 Minuten inkubiert. Die Farbreaktion wurde nach Ablauf der halbstiindigen Inkubation durch
Zugabe von jeweils 50 pl/well Schwefelsdure (2 N H,SO,) gestoppt. AnschlieRend folgte die
Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 450 nm einem ELISA-Lesegerdt. Anhand der
Absorptionswerte der Standard-Verdiinnungsreihe und der so errechneten Kurve, konnte, unter

Betrachtung der Absorptionswerte der Proben, deren Konzentration ermittelt werden.

3.2.4.3. Bestimmung der CCL2/MCP-1-Konzentration

Auch die MCP-1-Produktion der Zellkulturen wurde mittels ELISA gemessen. Gemessen wurde aus

Proben der Mediumuberstande der Zellkulturen.

Dazu wurden 96-well-Mikrotiterplatten am Vorabend der Messung mit dem ersten Antikorper

(Capture-Antikorper) iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Beim Capture-Antikorper handelte es sich um
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einen monoklonalen Anit-Maus-MCP-1-Antikorper. Am nachsten Morgen wurde die
Mikrotiterplatte gewaschen (drei Mal) und mit dem Reaktionsverdiinner blockiert, um
unspezifische Reaktion zu verhindern. Fir die Blockierung wurden die Platten mit dem
Reaktionsverdiinner eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine erneute Waschung
(drei Mal). Es folgte die Zugabe des rekombinanten MCP-1-Standards in einer Verdliinnungsreihe
von 1000 pg/ml bis 7,8 pg/ml und der Proben, Volumen pro well jeweils 100 pl. Standard und
Proben waren in Reaktionsverdiinner gel6st. Die Mikrotiterplatten wurden zwei Stunden lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine erneutes Waschen (fiinf Mal). Dann wurde jeweils 100 pl
des zweiten Antikorpers, sog. Capture-Antikoérper, hinzugegeben. Es handelte sich dabei um einen
monoklonalen Anti-Maus-MCP-1-Antikorper, der mit Meerrettichperoxidase konjugiert ist. Nach
Ablauf der einstlindigen Inkubation bei Raumtemperatur folgte wieder ein Waschschritt (sieben
Mal). Es wurde dann die chromogene Substratlésung (Tetramethylbenzidin und H,0, im Verhaltnis
1:1, jeweils 100 pl/well) hinzugegeben und die Mikrotiterplatten im Dunkeln fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 2N Schwefelsdure gestoppt.

AbschlieBend wurde die Absorption im ELISA-Lesegerat bei A = 450 nm ermittelt.

3.2.4.4. Bestimmung der CXCL2/MIP-2-Konzentration

Fir die Messung der MIP-2-Produktion der Zellen in vitro wurde aus deren

Kulturmediumtiberstidnden die Konzentration von MIP-2 ermittelt.

Die mit Capture-Antikorper beschichteten 96-well-Mikrotiterplatten waren (ber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert worden. Nach dreimaligem Waschen mit 400 ul Waschpuffer pro well
wurden die Mikrotiterplatten mit 300 ul Reaktionsverdiinner blockiert und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte erneutes dreimaliges Waschen. Dann wurden, wie gehabt, 100
ul Standard und Proben hinzugefiigt und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem Waschen wurde das Enzym in Form eines Streptavidin-Meerrettichperoxidasekonjugat
(je 100 ul) hinzugegeben, verdiinnt in Reaktionsverdiinner. Es folgte eine zweistiindige Inkubation
bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach erneutem Waschen wurden pro well 100 pl der
Substratlésung (Tetramethylbenzidin und H,0, im Verhaltnis 1:1) hinzugefiigt und die Platten im
Dunkeln bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit je 50 ul 2N

Schwefelsdure beendet. Die Absorption wurde ebenfalls bei 450 nm Wellenlange gemessen.
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3.2.4.5. Bestimmung der CCL5/RANTES-Konzentration

Bei den Ischamie-/Reperfusionsversuchen in vitro wurde als Parameter fiir eine positive Reaktion

bei den Etablierungsversuchen das Chemokin CCL5/RANTES gewdhlt.

Die mit Capture-Antikorper beschichteten 96-well-Mikrotiterplatten waren Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert worden. Nach dreimaligem Waschen mit 400 ul Waschpuffer pro well
wurden die Mikrotiterplatten mit 300 ul Reaktionsverdiinner blockiert und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte erneutes dreimaliges Waschen. Die Platten waren dann bereit
fir die Inkubation mit Standard bzw. Proben. Wie gehabt wurden 100 pl Standard und Proben
hinzugefligt und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde das
Enzym in Form eines Streptavidin-Meerrettichperoxidasekonjugat (je 100 ul) hinzugegeben,
verdinnt in Reaktionsverdiinner. Es folgte eine Inkubation von diesmal 20 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Nach erneutem Waschen wurden pro well 100 pl der Substratldsung
(Tetramethylbenzidin und H,0, im Verhaltnis 1:1) hinzugefiigt und die Platten im Dunkeln bei
Raumtemperatur ebenfalls fir 20 Minuten inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit je 50 ul 2N

Schwefelsdure beendet. Die Absorption wurde ebenfalls bei 450 nm Wellenlange gemessen.

3.2.5. Western Blot

Der Western Blot ist eine Nachweismethode fiir Proteine. Die Methode beruht auf dem Prinzip
einer Ubertragung der nachzuweisenden Proteine auf eine Membran im Sinne eines
,Proteinkleckses” (engl. blotting). Das untersuchte und auf der Membran konzentrierte Protein
kann dann mit einem spezifischen Antikorper, der beispielsweise radioaktiv strahlt, markiert
werden und somit nachgewiesen werden. Doch zunachst muss das gesuchte Protein aus dem

untersuchten Gewebe bzw. den Zellen extrahiert werden.

Proteinextraktion aus murinem Nierengewebe

Die aus den SIGIRR-TIR8”- bzw. Wildtypmausen entnommenen Nieren wurden manuell zerkleinert
und in Flussigstickstoff schockgefroren und zu feinsten Stiickchen pulverartig zerkleinert. Es folgte
die Homogenisierung in 1 ml des Lysepuffers bestehend aus 50 mM TrisHCL, 150 mM NaCl, 100 uM
Natriumorthovanadat Na3;VO,, 0,5 % Natriumdeoxycholat, 4 % NP-40, 2 % Triton-X-100, 5 mM
EDTA, 300 mM Sucrose und Proteaseinhibitoren. Die Suspension wurde homogenisiert und 30
Minuten bei 4 °C inkubiert. Es folgte eine 45-miniitige Zentrifugation bei 30000 g. Die Proteindichte

wurde mittels Bradfort Test gemessen.
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Western Blot

Die zuvor extrahierten und gereinigten Proteine wurden im Anschluss in 2 x Laemmlipuffer (30 mM
TRIS, 5 % Glycerol, 1 % SDS und 0,0025 % Bromophenolblau) mit Beta-Mercaptoethanol geldst und
bei 65 °C eine halbe Stunde lang im Thermomixer inkubiert. Die Proben wurden dann auf 12 % SDS-
Gel aufgetragen und mittels Elektrophorese nach ihrer Ladung und Masse bei einer Spannung von
120 V in 4 Stunden aufgetrennt. Die getrennten und Konzentrierten Proteine wurde im Anschluss
auf eine mit Methanol aktivierte PVDV Immobilon-P-Membran Ubertragen. Dabei kam das
kommerzielle erhaltliche BioRad Semi-Dry Blotting System zum Einsatz. Es folgte das einstiindige
Blotten bei 25 V. Die Membran wurde dann fir etwa 10 Minuten auf dem Taumler in Ponceau-
Farblosung (0,5 Ponceau S in 1 % Eisessig, gelost in Millipore-Wasser) gegeben, um den Standard
(pegGOLD Proteinmarker) sichtbar zu machen, sowie den erfolgreichen Transfer des Proteins zu
Uberprifen. Nach kurzem Waschen in Wasser wurden die Standardbanden markiert und
anschlieflend eine Stunde mit 1 %-iger Western Blockierlosung geblockt. Es folgte die Zugabe des
ersten Antikorpers und die Inkubation mit diesem (ber Nacht. Es handelte sich um einen
polyklonalen Ziegen-Anti-SIGIRR-Antikérper (1:1000), der in 0,5 % Western Blockierlésung geldst
war. Es folgte dann, nach fiinfmaligem Waschen mit TBS und TBS-Tween, am nachsten Tag die
Zugabe des zweiten Antikorpers. Dieser diente zur Markierung der (iber Nacht entstandenen
Immunkomplexe aus Anti-SIGIRR-Ak und SIGIRR. Es handelte sich bei dem zweiten Antikdrper um
einen Esel-Anti-Ziegen-lgG-Ak (1:10000, in 0,5 % Blockierldsung), der an eine Peroxidase konjugiert
war. Inkubiert wurde der Blot dann fiir eine Stunde mit dem zweiten Antikdrper, woran sich ein
erneutes flinfmaliges Waschen mit TBS und TBS-Tween anschloss. Fiir den Nachweis des
untersuchten Proteins kam die Darstellungsmethode der verstirkten Chemielumineszenz zur
Anwendung (engl. enhanced chemiluminescence, ECL). Fir die Entwicklung wurde je Membran 2 ml
der Losungen 1 und 2 der ECL in der Dunkelkammer zusammen gegeben und der Blot dann jeweils
eine Minute mit der Losung in der Dunkelkammer inkubiert, wahrend die enzymatische
Farbreaktion ablief. Der Blot, getrocknet und in Frischhaltefolie gewickelt wurde dann zur
Belichtung des Filmstreifens auf selbigen gelegt. Belichtungszeit betrug jeweils eine Minute, wobei
nach Entwicklung des Films entschieden wurde, ob die Belichtungszeit evtl. verlangert werden

sollte, um eine hohere Abbildungsqualitadt zu erhalten.

3.2.6. RNA-Analyse

Um das Genexpressionsprofil bestimmter Gene genauer bestimmen zu kénnen, kam die Methode
der RT-PCR zur Anwendung (engl. real-time polymerase chain reaction). Im Rahmen der

Ischamie/Reperfusion war es wichtig, sich das Expressionsverhalten proentziindlicher Proteine
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naher anzuschauen, um so auf die Auswirkungen des I/R-Schadens auf genetischer Ebene schlieRen
zu konnen. Die geschah mit der Methode der quantitativen RT-PCR, bei der zuvor gewonnene RNA
in cDNA umgeschrieben werden muss, und diese wird dann vervielfaltigt. Im Prinzip kommt es
dabei zur kinstlich-herbeigefiihrten Replikation eines denaturierten DNA-Stranges in mehreren
Zyklen. Die vorhandene DNA-Helix wird bei 95 °C denaturiert und dadurch in ihre beiden
Einzelstrange getrennt. Nun kann die Replikation stattfinden. Dazu sind pro untersuchtem Gen zwei
Primer notwendig (je einen pro Komplementéarstrang), ein sog. Forward primer und ein sog. Reverse
primer. Es handelt sich bei einem Primer um ein Gen-spezifisches synthetisches
Oligodesoxyribonukleotid. Diese legen sich an die denaturierte DNA an (sog. annealing). Am
jeweiligen 3-OH-Ende der Primer setzt das replizierende Enzym, eine hitzestabile DNA-Polymerase
(Tag-Polymerase), die aus dem thermostabilen ,Thermus aquaticus“-Bakterium stammt. Mittels
zugegebenen Desoxyribonukleotidtriphosphat-Mix (dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP), die den Tag-
Polymerase als Substrat dienen, kann die Replikation und damit die Amplifikation des gesuchten
DNA-Abschnittes ablaufen. Durch diese Methode kdnnen prinzipiell geringste DNA-Mengen
spezifische vervielfaltigt bzw. amplifiziert werden, und somit nachgewiesen werden. Fir die

Quantifizierung der amplifizierten DNA gibt es unterschiedliche Methoden.

In dieser Arbeit kam eine Quantifizierungs-Variante der RT-PCR zur Anwendung, die SYBR-Green-
gRT-PCR genannt wird. Im Prinzip wird dabei ein Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green) hinzugegeben,
der sich an Doppelstrang-DNA (dsDNA) anlagert. Gemessen wird die Fluoreszenzintensitat am Ende
jedes Replikationszyklus, also in Echtzeit. Folglich ist die Fluoreszenzintensitit proportional zur
DNA-Menge, da sich nach einem Replikationszyklus die DNA-Menge verdoppelt. Auf Grund der
urspriinglich bekannten Konzentration der mRNA bzw. der cDNA zu Beginn der Amplifikation kann
so auf die endgiiltige DNA-Menge geschlossen werden. Da SYBR Green ein basales
Hintergrundrauschen auch im ungebundenen Zustand zeigt (sog. C-Wert, engl. cycle threshold),

wird dieser Wert wahrend der Fluoreszenzintensitatsmessung subtrahiert.

3.2.6.1. Isolierung von RNA aus Gewebe

Von jeder der Versuchsmause wurden kleine Nierenteile nach der Entnahme gesondert gelagert,
um aus ihnen RNA zu gewinnen um diese dann weiter zu analysieren. Dazu wurden die
Nierenstiickchen bei -80 °C gelagert, nachdem sie im Flussigstickstoff schockgefroren wurden. Zur
Anwendung kam die modifizierte Methode von Chomczynski mit beinhaltender DNAse-
Degradation. Ein kleines Gewebestlick wurde in ein 15 ml Falcon gegeben unter Zusatz von 3 ml der
Losung D. Diese enthielt 8 ul B-Mercaptoethanol pro ml. Es folgte die Homogenisierung des

Gewebes mit dem Dispergiergerdat ULTRA-TURAXX T25 (Geschwindigkeitsstufe 2) und die
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anschliefende Lagerung auf Eis. Im Anschluss daran wurden 300 ul einer 2M Natriumacetatlosung
hinzugegeben und vorsichtig gemischt, ehe 3 ml Roti-Aqua-Phenol zugegeben wurden. Es folgte die
Zugabe von 1,6 ml einer Losung, bestehend aus Chloroform und Isoamylalkohol, im Verhaltnis 49:1.
Es wurde dann vorsichtig fir etwa 20 Sekunden gemischt, bis eine milchig-weie Suspension
entstand. Die Suspension wurde fiir 15 Minuten auf Eis gelagert und anschliefend bei 4 °C mit dem
4000-fachen der Erdbeschleunigung zentrifugiert. Die resultierende obere Phase (ca. 3 ml) wurde
zusammen mit 3 ml Isopropanol in ein frisches Falcon pipettiert und 30 Minuten bei — 20 °C
inkubiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 4 °C und wieder 4000 g. Der
Uberstand wurde behutsam verworfen, um das Pellet nicht zu verlieren, und das Falcon wurde
umgedreht auf Papier gestellt, damit restliches Isopropanol und Lésung ablaufen konnten. Es folgte
die Resuspension des Pellets in 0,5 ml einer Losung, die DNAse, RNAse-Hemmer, 1mM DTT, 0,05 M
TrisHCL und 5 mM MgCl, enthielt und die anschlieBende Inkubation fiir 30 Minuten bei 37 °C. Es
folgte die Zugabe von 15 pl 2 M Natriumacetat. Das Gemisch wurde dann zusammen mit 0,8 ml
Isopropanol in frische mit DEPC vorbehandelte ReaktionsgefdaRe gegeben, neu gemischt und fir 40
Minuten bei — 20 °C inkubiert. AnschlieBend 15 Minuten bei 4 °C und 4000g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder verworfen und das Pellet mit Ethanol (80 %) in DEPC-Wasser gewaschen
und 15 Minuten lang gemischt. Es folgte wieder die Zentrifugation mit 4000 g bei 4 °C. Nach
Entfernung des Uberstandes wurde das ReaktionsgefiR erneut auf Papier gestellt, so dass restliche
Losung ablaufen konnte, und das Pellet zuriick blieb. Das halbtrockene Pellet wurde 100 pul DEPC-
Wasser geldst und 10 ul dieser Suspension als Stichprobe zur Qualitatskontrolle herangezogen. Die
restliche RNA-DEPC-Suspension wurde bis zu ihrer Umschreibung in cDNA bei — 80 °C gelagert. Die
RNA-Menge und ihre Qualitdt wurden wie folgt bestimmt: 2 pl der RNA-Losung aus der Stichprobe
wurde 50-fach in DEPC-Wasser verdiinnt, in die Photometerkivette gegeben und das Verhéltnis der
Extinktion bzw. der optischen Dichte 260/280 nm mit dem Photometer bestimmt. Um die
gewlinschte RNA-Konzentration der Probe zu erhalten [ug/ml] wurde die Extinktion mit der
Verdinnung multipliziert, wobei ein Verhaltnis der optischen Dichte 260/280 nm von etwa 1,6 als

akzeptabel angenommen wurde.

3.2.6.2. Synthese der cDNA

Die zuvor isolierten RNA-Proben in DEPC-Wasser wurden verdiinnt, bis eine Konzentration von 1
pg/20 ul entstand beziehungsweise 0,05 pg/ul. Der sogenannte Mastermix wurde vorbereitet,
indem 9 pl 5x-Puffer, 1 pl 25 mM dNTP-Mischung, 2 pl 0,1 M DTT, 1 ul 40 U/ul RNasin, 0,5 pl
Hexanucleotide, 0,5 ul lineares Acrylamid [15ug/ml] 1 ul Superscript beziehungsweise ddH,0 als

Kontrolle gemischt wurden. 15 pl des Mastermix wurden zusammen der jeweiligen RNA-Probe [1
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pg/ 20 ul] in DEPC-behandelte ReaktionsgefdRe gegeben, vorsichtig gemischt und in konstanter
Warme von 42 °C unter ununterbrochener Bewegung im Thermomixer inkubiert. Die Proben, die

jetzt als cDNA vorlagen, wurden dann bis zur RT-PCR-Analyse bei — 20 °C gelagert.

3.2.6.3. RT-PCR (Light Cycler 480)

Zunachst musste ein 2x-Mastermix hergestellt werden. 10 ml des 2x-Mastermix beinhalteten 2 ml
10x-Tag-Puffer (ohne Detergenzien), 150 pl dNTP (25 mM), 4 ml PCR-Optimizer, 200 ul BSA PCR
grade (20 mg/ml), 40 pl SYBRgreen-Farbstoff (1:100 in 20 % DMSO), 2,4 ml MgCl, (25 mM) und
schliefllich 1,21 ml RNase-freies Wasser. Dieser konnte auch, bei Bedarf, bei — 20 °C gelagert
werden. Der eigentliche PCR-Mix wurde wie folgt hergestellt: pro 20 pul PCR-Mix wurden 10 pl 2x-
SYBRGreen-Masermix mit 0,16 pl Tag-Polymerase und 8,4 pl RNase-freiem Wasser und den
jeweiligen Primern (vgl. dazu Tab. 8), 300 nM Forward primer, 0,6 ul und 300 nM Reverse Primer,
0,6 ul ), sowie 0,2 pl der cDNA gemischt. Jedes Well der 96-Well-Multiplatte wurde dabei mit 20 pl
des PCR-Mixes versehen, RNase-freies Wasser diente als Negativkontrolle. Als Referenz wurde das
Haushaltsgen 18s RNA getestet. Die Platte wurde dann mit einer Folie versiegelt und in das Light
Cycler 480-Gerat gegeben. Die PCR dauerte insgesamt etwas lber eine Stunde. Insgesamt liefen 40
Amplifikationszyklen ab, die Messungen am Ende eines jeden Zyklus fanden bei einer Temperatur
von 60 °C statt. Ein Amplifikationszyklus dauerte 15 Sekunden bei 95 °C (Denaturierung des DNA-
Stranges) und dann eine Minute bei 60 °C (Replikation). Nach dem 40. Zyklus erfolgte die Erstellung
der sog. Schmelzkurve (engl. melting curve). Dabei wurden die Proben fiinf Minuten auf 95 °C
erhitzt und dann auf 65 °C abgekihlt und dann wieder langsam auf 95 °C erhitzt. Es schloss sich
eine erneute Messung an. Diese Kurve dient der Priifung der Primer-Schmelzeigenschaften. War
eine gute Qualitat gegeben, so sollte nur ein Peak gemessen werden. Die Proben wurden dann auf

4 °C herunter gekihlt.
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Tabelle 8: Verwendete Primer (Forward und Reverse primer) der untersuchten proentziindlichen

Zyto- und Chemokingene.

Gen

Zugangsnummer

Sequenz

SIGIRR/TIR8

cCi2/mMcp-1

CXCL2/MIP2

IL-6

TNF-a

18S-RNA

NM023059

NMO011333

NMO009140

NMO031168

NMO011609

NR003278

Forward primer:

Reverse primer:

Forward primer:

Reverse primer:

Forward primer:

Reverse primer:

Forward primer:

Reverse primer:

Forward primer:

Reverse primer:

Forward primer:

Reverse primer:

5'-AGAGGTCCCAGAAGAGCCAT-3'
5'-AAGCAACTTCTCTGCCAAGG-3'
5'-CCTGCTGTTCACAGTTGCC-3'
5'-ATTGGGATCATCTTGCTGGT-3'
5'-CGGTCAAAAAGTTTGCCTTG-3'
5'-TCCAGGTCAGTTAGCCTTGC-3'
5'-TGATGCACTTGCAGAAAACA-3'
5'-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC-3'
5'-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3'
5'-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3'
5'-GCAATTATTCCCCATGAACG-3'
5'-AGGGCCTCACTAAACCATCC-3'

3.2.7. Statistische Auswertung

Die hier prasentierten Daten und Werte werden als arithmetisches Mittel dargestellt. Zur

Darstellung der Fehlerkorrektur wird der SEM (engl. standard error of the mean) angeben. Dieser

wird gebildet als Quotient aus der Varianz s und der Quadratwurzel der Einzelbeobachtungen n;

SEM = %; [142]. Die Daten der Wildtyp-Mause und der SIGIRR/TIR8-defizienten Mause wurden

mittels ANOVA

(Analysis of Variance)

und

anschlieRendem Student-Newman-Keuls-Test

untereinander verglichen. Dazu wurde SigmaStat-Software verwendet. Fiir den direkten Vergleich

zwischen Wildtyp- und SIGIRR”-Zellen wurde ein t-Test durchgefiihrt. Auch werden die Daten als

Mittelwert mit SEM-Fehlerkorrektur dargestellt. Statistische Signifikanz galt ab p < 0,05.
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4. Ergebnisse

4.1. Effekte von renaler Ischamie und Reperfusion bei SIGIRR-Defizienz in

vivo

Zunéchst sollte untersucht werden, ob SIGIRR/TIR8 in der murinen Niere Auswirkungen auf eine
akute Nierenschadigung hat, nach chirurgisch induzierter renaler Ischdmie. Dabei wurde zum einen
die Expression von SIGIRR/TIR8 im Sinne seiner genetischen Expression untersucht, zum anderen
wurde erforscht, welche Konsequenzen sich fiir das renale Gewebe auf morphologischer Ebene
ergeben. Dabei wurde der Gewebeschaden histopathologisch quantifiziert. Auch das Ausmal der
sich an die Reperfusion anschlieBenden leukozytdren Infiltration in das zuvor ischdamische
Nierengewebe wurde untersucht, sowie die funktionelle renale Beeintrachtigung bei Zustand nach

Ischamie/Reperfusion.

4.1.1. SIGIRR/TIR8 wird bei Ischamie und Reperfusion exprimiert

Basierend auf der Annahme, dass SIGIRR/TIR8 eine protektive Funktion bei der akuten
ischamischen Nierenschadigung spielt, musste zunachst gezeigt werden, inwiefern sich die
Belastung durch Ischamie mit anschlieRender Reperfusion auf die Expression von SIGIRR/TIRS
auswirkt. Mit anderen Worten: es sollte ausgeschlossen werden, dass SIGIRR/TIR8 in Folge der
Ischamie in seiner Expression reduziert wird, so dass nicht davon ausgegangen werden kann, dass

die Présenz von SIGIRR bei Ischdmie/Reperfusion gegeben ist.

Dazu wurden zunichst gesunde, minnliche 6 Wochen alte C57BL/6-Wildtyp-Mause einer
unilateralen transienten Ischamie der Niere zugefiihrt. Zu diesem Zwecke wurde jeweils eine Niere
von der Zirkulation durch eine 45-minitige Unterbindung des Blutflusses getrennt, wahrend die
kontralaterale Niere des selben Individuums zur Kontrolle als sham nicht behandelt wurde (engl.
Tauschung), also ungeklemmt blieb. Zu diesem Zwecke wurde das Hilum renale der behandelten
Niere mit einer Mikroaneurysmaklemme abgeklemmt, was dazu fiihrte, dass kein arterielles Blut
mehr durch die A. renalis in die Niere gelangen konnten. Nach 45 Minuten wurde dann die

Reperfusion durch Entfernen der Mikroaneurysmaklemme wiederhergestellt (Abb. 21).
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Abb. 21: Durchfiihrung der operativen unilateralen Ischdmie

Fotographisch dargestellt ist der intraoperative Befund bei Induktion der transienten unilateralen
Ischdmie. Die Gesamtdauer der Unterbindung der arteriellen Perfusion betrug pro Individuum 45
Minuten. A Gezeigt ist eine ischamische rechte Niere zum Zeitpunkt 20 Minuten nach Beginn der
totalen Ischamie. B Hier dasselbe Individuum unmittelbar vor Entfernung der
Mikroaneurysmaklemme, also zum Zeitpunkt 45 Minuten nach Beginn der Ischamie. C Reperfusion,
beachte die entfernte Mikroaneurysmaklemme und das deutlich hyperamische Organ. *
Mikroaneurysmaklemme, AbbildungsmafRstab ca. 1:2

Nach jeweils einem, finf und zehn Tagen wurden sowohl die behandelte, als auch die
kontralateralen Kontrollnieren untersucht. Dabei wurde die Menge der SIGIRR/TIR8 mRNA zu den
verschiedenen Zeitpunkten bei Zustand nach Ischamie/Reperfusion mittels real time RT-PCR bei
der operierten Population (n = 6) quantifiziert, als auch bei einer Kontrollpopulation, die nicht
operiert wurde, um die Basalexpression von SIGIRR/TIR8 zu messen. Es zeigte sich dabei, dass

sowohl in der Niere, die Ischamie und Reperfusion erlitt, als auch die unbehandelte sham-Niere
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SIGIRR/TIR8 mRNA deutlich exprimiert wurde. Dabei lag das Expressionsniveau in den behandelten
und den sham-Nieren bei der operierten Population am Tag 1 nach I/R iber der Basalexpression
der nicht operierten Kontrollpopulation. Am Tag 5 war die gesteigerte mRNA-Expression von
SIGIRR/TIR8 nur noch signifikant bei den unbehandelten sham-Nieren. Der weitere Verlauf zeigte,
dass am 10. Tag bei Zustand nach Ischamie/Reperfusion die mRNA-Menge auf das basale

Expressionsniveau der nicht-operierten Kontrollnieren zurickfiel (vgl. Abb. 22).
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Abb. 22: Renale Expression der SIGIRR/TIR8 mRNA

Die mRNA von SIGIRR/TIR8 zur Bestimmung des basalen Expressionsniveaus wurde aus gesunden, 6
Wochen alten ménnlichen C57BL/6J-M3usen extrahiert (n = 5) und durch RT-PCR quantifiziert.
Desweiteren aus ebenfalls gesunden Versuchstieren, die einer 45-mintigen unilateralen Ischamie
mit anschliefender Reperfusion ausgesetzt wurden. Dabei wurde die mRNA der ischdamischen wie
auch der kontralateralen sham-Niere gewonnen, amplifiziert und quantifiziert. Die mittleren Werte
der Expressionsniveaus + SEM der Versuche wurde hierbei in Relation zur ribosomalen 18s mRNA
gesetzt. * = p < 0,05 vs. Basalexpression.

Der nachste Schritt war die Erfassung der Menge an exprimierten Protein, beziehungsweise die
Menge exprimierten SIGIRR/TIR8. Dazu wurden zum einen wieder die Basalmengen von
unoperierten Kontrollpopulationen untersucht, ein Mal bei SIGIRR/TIR8"* Wildtyp-M&usen, zum

anderen bei der Population der genetisch homozygoten SIGIRR-defizienten Miuse (SIGIRR/TIRS™).
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Wie erwartet zeigte sich im Western Blot, dass es bei homozygoter SIGIRR/TIR8-Defizienz zu keiner
Expression des SIGIRR-Molekiils kommt. Bei den Wildtyp-Mausen zeigte sich die Expression von
SIGIRR/TIR8. Die Menge wurde zum relativen Vergleich mit dem folgenden Versuch mit 1
gleichgesetzt (vgl. Abb. 22).

Es folgte nun die Western Blot-Analyse der Menge exprimierten SIGIRR/TIR8 bei
Ischamie/Reperfusion. Dazu wurde Analog zur RT-PCR-Analyse bei Wildtypmausen eine transiente
unilaterale Ischamie mit anschlieBender Reperfusion induziert. Die ischdmischen Organe und die
unbehandelten sham-Nieren wurden dann ebenfalls an den Tagen eins, funf und zehn nach I/R
entnommen. Dabei zeigte sich im Western Blot, dass sowohl in den postischamischen Organen als
auch den kontralateralen Kontrollorganen keine wesentliche Induktion, das heillt keine wesentlich
gesteigerte Proteinmenge zu messen war. Lediglich am ersten Tag nach Ischdmie/Reperfusion
zeigte sich eine unwesentliche, aber statistisch signifikante Erh6hung der SIGIRR/TIR8-Expression in
den unbehandelten Kontrollnieren. Desweitern am zehnten Tag eine statistisch signifikante leichte
Reduktion der Proteinmenge in den postischdmischen Organen im Verhaltnis zur Basalexpression

(vgl. Abb. 23).
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Abb. 23: Proteinexpression von SIGIRR

Die Menge des exprimierten SIGIRR/TIR8-Proteins bei unbehandelten Wildtypméausen und SIGIRR™"-
Mausen wurde durch eine Western Blot-Analyse ermittelt. Zusatzlich wurde die Menge des
exprimierten Proteins in beiden Versuchsgruppen nach unilateraler Ischamie/Reperfusion jeweils in
operierten und den kontralateralen sham-Nieren gemessen. Dies geschah einen, fiinf und zehn
Tage nach Operation. Das obere Balkendiagramm zeigt die densiometrische Auswertung dreier
Western Blots von drei unterschiedlichen Proben. Dabei wurde die durchschnittliche Dichte £+ SEM
des akkumulierten Proteins aus drei Messungen, die ebenfalls aus drei unterschiedlichen Proben
gemacht wurden, erfasst und die Dichte des SIGIRR*”—WiIdtyps als 1 definiert. * = p < 0,05 vs.
Wildtyp.

Zusammenfassend ldsst sich aus den Daten ableiten, dass SIGIRR/TIR8 auch im Rahmen von

Ischamie/Reperfusion konstitutiv exprimiert wird und kaum Schwankungen unterliegt.
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4.1.2. SIGIRR-Defizienz fiihrt zu einer verstarkten akuten ischamischen

Nierenschadigung

Wie bereits zu Beginn dieser Arbeit ndher erldutert, spielt das Immunsystem eine wesentliche Rolle
bei der akuten ischamischen Nierenschadigung [143, 144]. Es war nun wichtig zu zeigen, dass
SIGIRR-Defizienz, also eine fehlende Kontroll- und Regulationsinstanz innerhalb des renalen
Immunsystems, einen negativen und verstirkenden Effekt auf die akute ischamische
Nierenschadigung hat. Dabei wurden funktionelle Beeintrachtigungen der Niere analysiert, genauso
wie morphologische Veranderungen beriicksichtigt. Wesentlich dabei war, neben der Bestimmung
des Serumkreatininspiegels bei Zustand nach Ischamie/Reperfusion, eine vergleichende

histopathologische Auswertung des Ischamie-/Reperfusionsschadens.

Um einen moglichen funktionellen Schaden der normalen Nierenfunktion bei der Versuchstieren zu
messen, wurde ein akutes ischamisches Nierenversagen bei den Wildtyp- und den SIGIRR/TIR8""-
Mausen induziert, bei jeweils n = 5-6. Es wurde also in beiden Versuchsgruppen eine bilaterale
transiente renale Ischamie fir ebenfalls 45 Minuten induziert, mit anschlieRender Reperfusion (vgl.
4.1.1.). Um eine mogliche funktionelle Beeintrachtigung der Nierenfunktion zu quantifizieren,
wurde bei den Versuchstieren die Serumkreatinin-Konzentration als Parameter fiir die renale
Funktion erhoben. Die Messung erfolgte dabei genau 24 Stunden nach Ischamie/Reperfusion. Die
Ergebnisse wurden dann mit den Kontrollmessungen in beiden Gruppen verglichen, die vor
Induktion des akuten ischdamischen Nierenversagens erhoben wurden. Es zeigte sich dabei, dass
eine homozygote SIGIRR-Defizienz eine signifikante Verschlechterung (p < 0,05) der renalen
Funktion bei Zustand nach Ischdmie/Reperfusion mit sich bringt (Abb. 24). Bei den Wildtypm&usen
wurde in der ersten Messung ein basales Serumkreatinin von 0,4 mg/dl + 0,2 mg/dl gemessen.
Nach Induktion der bilateralen Nierenischdmie zeigte sich 24 Stunden nach Ischdmie/Reperfusion
eine Erhohung des Serumkreatinins in dieser Gruppe um gut das Dreifache des basalen
Serumkreatinins. Die zweite Messung offenbarte eine durchschnittliche Serumkreatinin-
Konzentration von 1,4 mg/dl £ 0,2 mg/dl. Bei den SIGIRR/TIR8-defizienten Mausen zeigte sich in der
zweiten Messung (24 Stunden nach Ischdmie/Reperfusion) eine Steigerung des basalen
Serumkreatinins um das ca. Siebenfache auf durchschnittlich 2,9 mg/dl + 0,7 mg/dl. Die erste
Messung bei der Gruppe der SIGIRR/TIR8-Msuse vor Induktion des akuten ischimischen
Nierenversagens ergab fiir das basale Serumkreatinin, dahnlich wie bei der Wildtyp-Mausen, eine
mittlere Serumkreatininkonzentration um die 0,4 mg/dl (+ 0,2 mg/dl). Das Uberleben 24 Stunden
nach bilateraler Ischdmie betrug in beiden Gruppen jeweils 100 %. Das Ergebnis dieser Studie tber

die Auswirkung einer homozygoten SIGIRR/TIR8-Defizienz auf den funktionellen Schaden zeigt
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deutlich, dass diese SIGIRR-Defizienz zu einer Verschlechterung der Nierenfunktion im akuten

ischamischen Nierenversagen fuhrt.

Die deutlich gesteigerte ischamische Nierenschadigung, gemessen der Erhéhung des
Serumkreatinins bei den SIGIRR-defizienten Mausen, muss auch ein Korrelat in der Morphe der
Niere haben. Der nachste Schritt war dann eine histopathologische Analyse der ischdmischen
Nieren von SIGIRR/TIR8-defizienten Mausen im Vergleich zu ihrem Wildtyp. Fir dieses Experiment
wurden die Organe zu drei verschiedenen Zeitpunkten nach Ischamie/Reperfusion untersucht. Dazu
wurden die beiden Versuchsgruppen, namlich die Gruppe SIGIRR”* gegen SIGIRR”', in jeweils drei
Untergruppen aufgeteilt. So entstanden die Vergleichsgruppen fir die drei unterschiedlichen

Zeitpunkte nach Ischamie/Reperfusion, namlich 24 Stunden, fiinf und zehn Tage nach I/R.

Analog dem Experiment, dass unter 4.1.1 durchgefiihrt wurde, ist auch hier fiir 45 Minuten eine
unilaterale Ischamie induziert worden mit anschlieBender Reperfusion. Zu den drei
unterschiedlichen oben genannten Zeitpunkten wurden die ischdmische Niere und die
unbehandelte Kontrollniere der jeweiligen Untergruppen entnommen. Die Organe wurden wie in
Kapitel 3 beschrieben in Paraffin eingebettet und in feine 2 um dicke Scheiben in der
Longitudinalebene geschnitten. Es wurden dann im Anschluss jene feinen Gewebeschnitte PAS-
gefarbt und unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Pro Individuum, sowohl aus der Wildtyp- als

auch aus der SIGIRR/TIRS'/'-Gruppe wurde pro Niere jeweils ein Schnitt ausgewertet.

Wie in 1.4. beschrieben, kommt es zu einer Fiille von histopathologischen Veranderungen in der
Niere nach Ischamie/Reperfusion. Um die histopathologischen Veranderungen bei Zustand nach
Ischamie/Reperfusion zu quantifizieren, wurde ein Punktesystem eingefiihrt, nach dem der
durchschnittliche morphologische Ischamieschaden am Tubulussystem, wie in 3.2.3.2 beschrieben,
bewertet wurde. Ein vollig normales und unverandertes renales Gewebe wurde mit 0 bewertet,
wahrend eine maximal ausgedehnte Schadigung des Tubulusapparates von Uber 75 % mit 5
bewertet wurde (vgl. Abb. 24). Es zeigte sich durchgehend ein deutlich erhéhter Gewebeschaden
bei den SIGIRR/TIR8”-Mausen im Vergleich zu den SIGIRR/TIR8"*-Miusen. Dieser Unterschied blieb
im zeitlichen Verlauf von 1 — 10 Tage nach Ischdmie/Reperfusion zwischen den beiden
Versuchsgruppen signifikant, wobei die ausgepragteste Schadigung am Tag 1 gemessen wurde, und
dieser sich im Verlauf offenbar zuriickbildete (vgl. Abb. 25). Die kontralateralen, normal
perfundierten Organe zeigten dabei keine Beteiligung und waren somit nicht durch
Ischdmie/Reperfusion des kontralateralen Organs beeinflusst. Auch der Genotyp des jeweiligen

Organismus spielte dabei offensichtlich keine Rolle.
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Abb. 25: Quantifizierung des histopathologischen Schadens nach I/R

Dargestellt ist die morphometrische Auswertung der PAS-gefarbten Schnitte der ischdmischen als
auch der unbehandelten kontralateralen Niere beider Versuchsgruppen. Abgebildet sind die
Mittelwerte + SEM des etablierten 5-Punkte-Systems aller Individuen des Experiments. * p < 0,05
fur SIGIRR”" vs. Wildtyp.

Zusammengenommen: SIGIRR/TIR8 lindert die funktionelle renale Beeintrdchtigung und eine
unangemessen hohe morphologische Schadigung der Niere bei Zustand nach
Ischamie/Reperfusion. SIGIRR/TIR8-Defizienz scheint im akuten ischdmischen Nierenversagen von
Nachteil zu sein. Diese Ergebnisse suggerieren im Umkehrschluss, dass SIGIRR/TIR8 eine wichtige

Rolle bei der Verhinderung des ischdmischen akuten Nierenversagens spielt.
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4.1.3. SIGIRR/TIR8 unterdriickt die friihe Expression von IL-6, CCL2/MCP-1
und CXCL2/MIP2

Die Tatsache, dass SIGIRR/TIR8 in der Lage ist, die Expression von Zyto- und Chemokinen zu
unterdriicken, fiihrte zu folgender Uberlegung. Wie ja bereits bekannt ist, kann die Expression
proentziindlicher Mediatoren wie CCL2/MCP-1 und CXCL2/MIP2 durch SIGIRR/TIR8 unterdriickt
werden. Auch die Zytokinproduktion, die durch bakterielles LPS angestoRen wird, fallt unter die
Kontrolle von SIGIRR/TIR8 [116, 124]. Folglich wurde fiir den folgenden Versuch angenommen, dass
die homozygote SIGIRR-Defizienz zu einer erhdhten lokalen Chemo- und Zytokinexpression im

Rahmen von Ischdamie und Reperfusion fuhrt.

Es war also wichtig, die Expression der Zytokine und Chemokine MCP-1, MIP2 und IL-6 zu
untersuchen, die das schwere akute Nierenversagen der SIGIRR-defizienten Tiere im vorherigen
Experiment erklaren kénnte. Dabei sollte die Expression von MCP-1, MIP2 und IL-6 auf Ebene der
mMRNA-Expression gemessen werden. Es wurden erneut 6 Wochen alte C57BL/6-Mause (n =5 — 6)
mit 6 Wochen alten SIGIRR/TIR8-defizienten Mausen verglichen. Auch in dieser Gruppe betrug die
Anzahl der Untersuchten Individuen 5 bis 6. Die beiden Versuchsgruppen wurden ebenfalls in drei
Untergruppen eingeteilt, die zu den Zeitpunkten 24h, fiinf Tage und zehn Tage nach
Ischamie/Reperfusion untersucht wurden. Ganz genau wie im Versuch zur Bestimmung der
histopathologischen Veranderungen aus 4.1.2. wurde auch bei dieser Versuchsreihe eine
unilaterale transiente Ischamie fiir eine Gesamtdauer von 45 Minuten pro Individuum induziert,
wahrend die kontralaterale Niere des Individuums voéllig unangetastet blieb. Nach Ablauf der 45-
minttigen Ischamie wurde der Blutfluss durch Entfernung der Mikroaneurysmaklemme wieder
freigegeben. Die Entnahme des behandelten Organs und der unbehandelten Kontrollniere erfolgte
in den jeweiligen Gruppen und den Untergruppen dann 24 Stunden nach I/R, desweiteren am
finften und am zehnten Tag nach Operation. Diese Proben wurden dann, wie weiter oben
beschrieben, verarbeitet und beziglich ihres mRNA-Expressionsniveaus der proentziindlichen
Mediatoren MCP-1, IL-6, MIP2 analysiert. Als Referenzniveau diente ebenfalls die Expression des
sogenannten Haushaltsgens 18S rRNA. Dabei zeigte sich das hochste Expressionsniveau fir alle drei
untersuchten Zyto- und Chemokine bei 24 Stunden nach Ischdmie beziehungsweise Reperfusion.
Das mRNA-Expressionsniveau der Mediatoren sank an den Zeitpunkten 5 und 10 Tage nach I/R
betrachtlich und war in den untersuchten Gruppen nicht mehr signifikant unterschiedlich (Abb. 26).
Die wichtigste Beobachtung war jedoch, dass eine SIGIRR/TIR8-Defizienz zu einer signifikant
gesteigerten Expression von proentziindlichen Mediatoren auf Ebene der jeweiligen mRNA fihrt.
Fir alle drei betrachteten Mediatoren zeigte sich bei der Gruppe der SIGIRR/TIRS'/'—Tiere am ersten

Tag eine signifikant erhéhte Expression der mRNA (p < 0,05).
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Abb. 26: Renale Zyto- und Chemokinexpression nach Ischdmie/Reperfusion

An den Zeitpunkten 1, 5 und 10 nach Ischamie/Reperfusion wurden beide Nieren des
Versuchstieres entnommen. Die mRNA-Proben wurden gepoolt und auf das Expressionsniveau des
Zytokins IL-6 sowie der beiden (Zyto-)Chemokine CXCL2/MIP2 und CCL2/MCP-1 durch die
Nukleinsdaurenamplifikationsmethode RT-PCR untersucht. Dargestellt ist die Expressionshohe in
Relation zur Expressionshéhe der 185 mRNA + SEM. * = p < 0,05 vs. SIGIRR/TIR8”*-Wildtyp.

Um die Auswirkungen der signifikant erhohten mRNA-Expressionsniveaus am ersten Tag nach
Ischamie/Reperfusion auf die tatsdchliche Freisetzung beziehungsweise Transkription dieser lokalen
proentziindlichen Mediatoren zu beobachten, wurde folgender erganzender Versuch durchgefiihrt:

stellvertretend flr die drei oben genannten Mediatoren wurde eine immunhistochemische Analyse
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der lokalen CCL2/MCP-1-Produktion zu den drei Zeitpunkten nach I/R durchgefiihrt. Wie oben
beschrieben wurden die beiden Organe, postischamisch wie unbehandelt, mit einem MCP-1-
spezifischen Antikorper markiert und das Chemokin MCP-1 so zur Darstellung gebracht. Es folgte
eine lichtmikroskopische Untersuchung der immunhistochemisch angefarbten Schnitte (Abb. 27a).
Es zeigte sich hier das starkste Signal bei den Proben des flinften Tages nach Ischamie/Reperfusion.
Dabei konnten positive Anfarbungen sowohl im Bereich des Tubulusepithels, als auch bei
interstitiellen Zellen beobachtet werden. Allerdings konnte ein positives Farbsignal fir MCP-1 in
den interstitiellen Zellen (bei entsprechend hoher VergroBerung) ausschlieBlich bei den
SIGIRR/TIRS'/'-Méusen beobachtet werden, nicht aber beim Wildtyp. Es zeigte sich aber auch ganz
allgemein als erste Tendenz, dass positive Farbsignale fiir die MCP-1-Produktion in den Zellen der
SIGIRR/TIR8-defizienten Versuchstiere, gegentiber der Wildtypkontrolle, in ihrer Anzahl

dominierten.

Um diesen Eindruck objektiv zu erfassen, wurden die MCP-1-positiv angefarbten Zellen in den
verschiedenen Nierenschnitten gezahlt. Dabei fand sich, dass die Anzahl der MCP-1-positiven Zellen
im Durchschnitt am hdchsten bei den postischamischen Nieren der SIGIRR/TIR8-defizienten Gruppe
war, und zwar zu allen drei Zeitpunkten im Vergleich zum Wildtyp. Die héchste durchschnittliche
Anzahl an MCP-1-positiven Zellen konnte bei den SIGIRR/TIR8'/'-M‘ciusen in den Proben des fiinften
Tages bei Zustand nach Ischamie/Reperfusion festgestellt werden. Die Wildtypgruppe zeigte in den
postischamischen Proben zwar auch eine erhdhte durchschnittliche Menge der MCP-1-positiven
Zellen, deren Anzahl aber in jedem Fall und zu jedem der drei Zeitpunkte signifikant unter der
Anzahl der SIGIRR-defizienten Gruppe lag (p < 0,05). Die kontralateralen Nieren, die also bei der
Operation der Mduse unbehandelt geblieben waren, zeigte in beiden Versuchsgruppen ein recht
ahnliches Bild. Die Anzahl der MCP-1-positiven Zellen in den unbehandelten Kontrollnieren beiden
Versuchsgruppen lag dhnlich niedrig und wies keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (Abb.

27b).
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Abb. 27a: Immunhistochemische Nachweis von CCL2/MCP-1

Dargestellt sind reprasentative Schnittbilder einer vergleichenden immunhistochemischen Analyse
der reaktiven CCL2/MCP-1-Produktion in postischdmischen Nieren, sowohl von SIGIRR/TIR8-knock
out-Mausen als auch von Wildtypmausen. Die hier gezeigten Nieren wurden am flinften
postoperativen Tag isoliert. Das unterste Modul zeigt bei einer VergréRerung von 1000x, dass nur
bei den Nieren des SIGIRR/TIR8”-Genotyps eine positive CCL2/MCP-1-Anfirbung der interstitiellen
Zellen (markiert durch die Pfeile) vorlag.
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Abb. 27b: Anzahl der CCL2/MCP-1" interstitiellen Zellen

Die durchschnittliche Anzahl CCL2/MCP-1 positiver interstitieller Zellen war zu allen drei
untersuchten Zeitpunkten signifikant hoher bei den SIGIRR-Knock outs (weie Balken). Pro
Individuum wurden 10 sich nicht iberlappende Gesichtsfelder bei einer VergréRerung von 200 x
analysiert und die ermittelte Zellzahl gemittelt. Pro Gruppe wurden 5 Versuchstiere beobachtet.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM, * = p < 0,05 vs. Wildtyp (schwarze Balken).

Die Ergebnisse aus dieser Untersuchung verdeutlichen, wie SIGIRR/TIR8 an der Regulation der
Expression proentziindlicher Mediatoren beteiligt ist. Im Kontext der akuten ischamischen
Nierenschadigung unterdriickt SIGIRR/TIRS signifikant die Expression der Zytokine CXCL2/MIP2 und
IL-6, sowie die Expression des Makrophagen rekrutierenden Chemokins CCL2/MCP-1 nach

Ischamie/Reperfusion.

4.1.4. Gesteigerte postischamische Leukozyteninfiltration bei SIGIRR™

Der postischamische Gewebeschaden ist durch eine absolute Ischamie, und vor allem durch die
alleinige Hypoxie, nicht ausreichend erklarbar [99]. Gerade die Reperfusion zeichnet fiir den
GroRteil der pathologischen Vorgdange und Verdanderungen im postischdmischen Gewebe
verantwortlich. Dabei ist die bei der Reperfusion stattfindende Leukozytenrekrutierung von
zentraler Bedeutung, der eine gesteigerte Expression chemotaktischer und proentziindlicher
Mediatoren und die Aktivierung des Endothels vorausgeht. Das ist dhnlich einer Entziindung,
allerdings in diesem Fall in einem sterilen Gewebe [39, 145]. Infiltrierende neutrophile

Granulozyten schadigen das ischamische Gewebe durch die Freisetzung der reaktiven

89



Sauerstoffspezies ROS und proteolytischer Enzyme und sind eine Leukozytenklasse, die sich frith im
postischdmischen Gewebe bei Reperfusion tummelt. Eine weitere wichtige Leukozytenklassen sind
Makrophagen. Sie kdnnen bereits zwei Stunden nach Reperfusion in den Vasa recta nachgewiesen
werden. Sie unterhalten die sterile postischamische Entzliindung durch Zytokinsekretion, aber auch
Phagozytose und die Moglichkeit zur Apoptoseinduktion. Dabei mehren sich aber auch Hinweise
auf eine mogliche positive Beteiligung am postischamischen Heilungs- bzw. Reparaturprozesses

[143, 144, 146).

Die im vorrangegangene Experiment nachgewiesene Expression von MCP-1 und MIP2 lieR
annehmen, dass eine gesteigerte Zyto-und Chemokinsekretion auch den entsprechenden Effekt auf
die leukozytare Infiltration bei Reperfusion hat. Dabei war zu vermuten, dass der SIGIRR'/'—Genotyp

dabei durch eine signifikant hohere leukozytare Infiltration in das reperfundierte Gewebe auffallt.

Die im vorherigen  Experiment gewonnenen Nierenschnitte  wurden  daraufhin
immunhistochemisch, mit einem Neutrophilen-spezifischen Marker versehen, angefarbt. Es folgte
eine lichtmikroskopische Auswertung der postischamischen Neutrophileninfiltration zu den drei
bekannten Zeitpunkten nach Ischamie. Auch hierbei sind pro Schnitt zehn Gesichtsfelder bei 100-
facher VergroRRerung ausgewertet worden. In jedem Gesichtsfeld wurden die angefarbten
Neutrophilen gezahlt und dann der Durchschnittswert aller zehn Gesichtsfelder pro Organschnitt
ausgerechnet (vgl. Abb. 28). In die Auswertung sind nur positiv-gefarbte Zellen des peritubuldren
Gewebes eingegangen. Zellen, die intraglomeruldar oder sich in den Tubuluslumina befanden,
wurden nicht gewertet. Dabei zeigte sich sowohl bei der SIGIRR/TIR8-defizienten Population als
auch bei der Wildtypkontrollpopulation 24 Stunden nach Ischdmie/Reperfusion die starkste
Neutrophileninfiltration. Der SIGIRR”-Genotyp zeigte zu diesem Zeitpunkt die durchschnittlich
hochste Anzahl von infiltrierenden Neutrophilen (ca. 23 Zellen pro Gesichtsfeld). Im Vergleich zum
Wildtyp, bei dem durchschnittlich 13 Zellen pro Gesichtsfeld gezahlt wurden, war die hohere
Neutrophilenzahl im SIGIRR”-Genotyp statistisch signifikant (p < 0,05). Im zeitlichen Verlauf sank
die Anzahl der interstitiell gelegenen neutrophilen Granulozyten in den postischdmischen Nieren
kontinuierlich und erreichte am zehnten Tag nach Ischamie/Reperfusion ahnlich niedrige Werte wie
in den unbehandelten kontralateralen Kontrollnieren. Dabei war kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den SIGIRR/TIR8-defizienten Madusen und der Wildtypkontrolle mehr
feststellbar (p > 0,05).
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Abb. 28: Leukozytenrekrutierung nach renaler I/R

SIGIRR-Defizienz ist mit einer hoheren postischamischen Leukozyteninfiltration assoziiert. A Am
ersten Tag nach Ischdmie/Reperfusion ist die Anzahl infiltrierender neutrophiler Granulozyten bei
homozygot defizienten Mausen signifikant hoher als im Wildtyp. B Im Verlauf von zehn Tagen nach
Ischdmie/Reperfusion steigt die Anzahl interstitieller Makrophagen bei SIGIRR”-Mausen signifikant
Uber das Niveau der interstitiellen Makrophageninfiltration im SIGIRR+/+—WiIdtyp. Dargestellt sind
die Durchschnittswerte aus jeweils 10 Gesichtsfeldern pro Organ + SEM. * = p < 0,05 vs. Wildtyp;
hpf = high power field.

Die renale Reperfusion nach 45-miniitiger Ischamie war auch mit einer erhéhten Zahl infiltrierender
Makrophagen assoziiert (Abb. 28). Analog zur Neutrophilenzdhlung wurde in diesem Teilversuch
das postischamisch-reperfundierte und das sham-behandelte renale Gewebe immunhistochemisch
auf Makrophagen gefarbt. Die Auswertung geschah auf gleiche Art und Weise wie in der

Auswertung der granulozytaren Infiltration. Im zeitlichen Verlauf stieg die Anzahl der renalen
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Makrophagen in den postischdmischen beziehungsweise reperfundierten Organen kontinuierlich
an. Im Einklang mit den Daten zur postischdmischen Infiltration von neutrophilen Granulozyten,
konnte auch hier die Gruppe der SIGIRR/TIR8-defizienten Mause einen bedeutsamen und damit
statistisch signifikanten Unterschied verbuchen. Sowohl am filinften, als auch am zehnten Tag nach
Ischdmie/Reperfusion war die Anzahl der infiltrierenden Makrophagen im SIGIRR'/'-Genotyp
signifikant hoher als im C57BL/6J-Wildtyp. Eine interessante Nebenbeobachtung dabei war, dass
auch in den unbehandelten kontralateralen Kontrollnieren ein signifikanter Anstieg der
Makrophagen in der SIGIRR/TIR8-defizienten Gruppe zu verzeichnen war. Allerdings war dieses

Phdnomen lediglich am flinften Tag bei Zustand nach Ischdmie/Reperfusion feststellbar.

Die zu Beginn der Untersuchung formulierte Hypothese, dass eine homozygote SIGIRR-Defizienz zu
einer gesteigerten postischamischen Infiltration durch Zellen der angeborenen Immunitat fihrt,
fand sich durch die vorliegenden Daten bestatigt. Die sterile Entziindung, die sich vor allem nach
Restauration des renalen Blutflusses einstellt, war in diesem Fall bei der genetisch gesunden
Wildtyppopulation deutlich milder und schwacher im Umfang. Die in dieser Gruppe intakte
Regulation der postischamischen Immunantwort durch SIGIRR/TIR8 war deutlich dazu in der Lage,
eine inadaquate und UberschieRende Entziindungsreaktion im reperfundierten Nierengewebe zu

unterdriicken.

4.1.5. Transendotheliale Leukozytenmigration bei Reperfusion

Die erhohte Zellzahl der infiltrierenden Leukozyten in der Gruppe der SIGIRR/TIR8-defizienten
Gruppe ist durch eine gesteigerte Diapedeseaktivitat dieser Leukozyten am aktivierten Endothel zu
erklaren. Das kdonnte zum einen auch die gesteigerte mRNA-Expression der proentziindlichen
Mediatoren MCP-1 und MIP2 erklaren, zum anderen eine mogliche Ursache fiir eine erhohte
transendotheliale Migration sein. Um dieses Hypothese zu lberpriifen, wurde in Kooperation mit
Herrn Prof. Dr. med. vet. Dr. med. habil. Krombach und Herrn Dr. Khandoga MD vom Walter
Brendel Institut fir Experimentelle Medizin ein in vivo-Versuch durchgefiihrt, bei dem in Echtzeit
mittels Intravitalmikroskopie das transendotheliale Migrationsverhalten der Leukozyten nach
Ischamie/Reperfusion analysiert wurde. An dieser Stelle sei fiir die freundliche und erfolgreiche

Zusammenarbeit herzlich gedankt.

Bekanntermalien fiihrt die akute ischamische Nierenschadigung neben der Aktivierung des
angeborenen Immunsystems auch zu einer Aktivierung der intrarenalen Endothelzellen. Die Summe
dieser Vorgdnge, die wahrend der renalen Ischdmie beginnen und durch die Reperfusion

beschleunigt und intensiviert werden, fihrt zum Bild der sterilen Entziindung. Neben dem
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postischdmischen Gewebeschaden und der Infiltration durch Zellen der angeborenen Immunitat,
lassen sich oft auch weitere Phdnomene beobachten. Die postischamische Niere zeigt
histopathologisch oft auch ein interstitielles Odem, was als Hinweis fiir eine gesteigerte
Membranpermeabilitdt gedeutet werden kann. Diese Annahme deckt sich mit der Tatsache, dass ja
auch bei Reperfusion das renale Gewebe von Leukozyten infiltriert wird. Im mikrovaskuldaren
Bereich des renalen Gefallsystems findet eine komplizierte Interaktion von aktivierten
Endothelzellen und den herbei eilenden Leukozyten statt. Bereits innerhalb einer Stunde nach
Ischamie/Reperfusion steigt die Expression von ICAM-1, einem Adhéasionsmolekul aus der Familie
der Integrine, sowie einige weitere Oberflaichenmerkmale, die fiir eine leukozytdre Adhasion

bendtigt werden [30, 143, 147].

Tabelle 9: Himodynamik aus dem M. cremaster-Modell in der Intravitalmikroskopie

SIGIRR”*-Sham  SIGIRR”*-IR  SIGIRR”-Sham SIGIRR”"-IR

(n=6) (n=6) (n=2) (n=6)
GefalRdurchmesser [um] 25,50+ 0,70 27,40 + 1,40 24,80+ 1,10 24,80 + 0,90
:Iijtriff;;hsv‘{rﬂi/gsﬁeit deszentralen 404003 1,84 +0,04 1,85+ 0,02 1,81+0,02
Leukozytenanzahl [10° Zellen/m] 4,80 +0,80 4,00+ 0,50 3,80+0,30 5,50+ 0,50
GefiaBwand-Scherkraft [s™] 570+ 20 551+ 33 602 + 21 590 + 16

Bei jedem Individuum der Gruppen und jeweiligen Untergruppen wurde routinemaRig eine
Erhebung der hamodynamischen Ausgangssituation in Ruhe, also vor der Klemmung der Arterie,
gemessen. Dabei zeigten sich keine auffdlligen oder signifikanten Unterschiede innerhalb der
Gruppen.

In diesem Experiment wurde die transendotheliale Leukozytenmigration in vivo entlang der
postkapillaren Venulen durch die von Herrn Prof. Krombach etablierte Intravitalmikroskopie
qguantifiziert. Ziel des Versuchs war es, den Unterschied in der leukozytdren Diapedeseaktivitat
zwischen den SIGIRR/TIR8-defizienten Versuchstieren und der C56BL/6J-Wildtypkontrolle im
postischdmischen, reperfundierten Gewebe zu erfassen. Die intravitalmikroskopische Analyse
durch RLOT-Technik (engl. reflected light oblique translumination) wurde dabei am freipraparierten
M. cremaster des lebenden Versuchstiers durchgefiihrt. Unmittelbar vor Klemmung der
versorgenden Arterie wurde eine Basalmessung durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurde eine 45
mindtige totale Ischamie induziert. Die zweite Messung erfolgte dann genau 30 Minuten nach
Beginn der Reperfusion und die dritte Messung nach genau 120 Minuten. Die beiden untersuchten

Versuchsgruppen SIGIRR” und SIGIRR"* wurden jeweils in 2 Untergruppen zu je 6 Individuen




aufgeteilt: eine unbehandelte sham-Gruppe und eine operierte Gruppe, in der die Ischiamie
induziert wurde. Es wurde bei jedem Individuum eine standardisierte Erhebung der Parameter
GefalRdurchmesser, FlieRgeschwindigkeit des zentralen Blutstroms und die Scherkraft der
GefdBwand. Dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in den Versuchsgruppen (Tabelle
9). Es zeigte sich, dass Ischdamie/Reperfusion die leukozytdre Diapedese entlang der hochkapilldren
Venulen im Vergleich zur sham-Kontrolle signifikant zu den Zeitpunkten 30 Minuten und 120
Minuten nach Beginn der Reperfusion ansteigen lieR (vgl. Abb. 29 u. 30). Die homozygote
SIGIRR/TIR8-Defizienz war dabei signifikant mit der groBten transendothelialen Migrationsaktivitat
assoziiert. In maximaler Ubereinstimmung mit der Annahme, dass es im SIGIRR'/'-Genotyp zu einer
ungehemmten Diapedese kommt, wurden in dieser Gruppe die meisten Leukozyten sowohl 30

Minuten als auch 120 Minuten nach Ischamie/Reperfusion gezadhlt (Abb. 30).

SIGIRR™* SIGIRR” SIGIRR™* SIGIRR”

Sham Sham IR IR

Abb. 29: In vivo-Mikroskopie aus dem Cremaster-Ischdmie-/Reperfusionsmodell

Im Bereich der postkapillaren Venulen treten Leukozyten in der Reperfusion nach Ischdmie in das
postischdmische Gewebe Uber. Diese rollen entlang des aktivierten Endothels. Die Abbildungen
zeigen reprasentative Beispiele fir das unterschiedliche postischdmische Verhalten der beiden
Versuchsgruppen nach Ischamie/Reperfusion. Bei der Darstellung handelt es sich um das typische
Bild der RLOT-Technik (engl. reflected light oblique transillumination), wobei am hauchdiinnen,
freipraparierten M. cremaster der Maus in vivo die Phdnomen der postischamischen
Leukozytentransmigration  beobachtet wurden, sowohl in unbehandelten  Wildtyp-,
beziehungsweise SIGIRR/TIR8”-Mausen (sham-Gruppe), als auch in den jeweiligen IR-Gruppen der
beiden untersuchten Genotypen. VergréRerung 20 x.
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Abb. 30: Postischdmische Leukozytentransmigration

Diese Abbildung zeigt die verschieden hohe Anzahl transmigrierender Leukozyten in der
Reperfusion nach einer 45 minitigen Ischdmie des M. cremaster. Zu beiden untersuchten
Zeitpunkten nach IR zeigten SIGIRR/TIR8”-Miuse eine im Vergleich zum Wildtyp signifikant hohere
Anzahl diapedetischer Leukozyten, die im Bereich des hochepithelialen Endothels in das
reperfundierte muskulare Gewebe infiltrierten. Die Daten reprasentieren das arithmetische Mittel
+ SEM aus n = 6 in jeder der vier Gruppen. * = 