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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die diabetische Nephropathie gehdrt zu den bedeutendsten Pathologien der Nephrologie
mit hoher klinischer Relevanz. Inflammatorische Prozesse mit leukozytarer Infiltration in
das renale Gewebe spielen eine wichtige pathophysiologische Rolle, tragen zur
Gewebeschadigung bei und  verstarken  den Nierenfunktionsverlust. Die
Leukozyteninfiltration wird durch Chemokine und deren Rezeptoren gesteuert. CCL2 ist ein
klassisches proinflammatorisches Chemokin, das vor allem lokal im Gewebe produziert zur
Pathologie beitragt. Seit einigen Jahren sind atypische Chemokinrezeptoren wie der
atypische Chemokinrezeptor 2 (ACKR2) bekannt. Diese vermitteln nicht wie die typischen
Chemokinrezeptoren eine  Signaltransduktion nach Ligandenbindung, sondern
internalisieren vielmehr die gebundenen Chemokine und kénnen zu deren Abbau flhren.
Daher wird den atypischen Chemokinrezeptoren vor allem eine lokale Beeinflussung des
Entziindungsgeschehens zugeschrieben. So kann der ACKR2 durch seine Chemokin-
abbauende Funktion auch in Tiermodellen verschiedener Nierenerkrankungen renale
Entziindung, Gewebeschadigung und Fibrose limitieren und damit der Entwicklung eines
chronischen Nierenfunktionsverlusts entgegenwirken. Ziel dieser Arbeit war daher,
zunachst erfolgreich einen durch Streptozotocin-Injektionen induzierten Diabetes mellitus
im Tiermodell auszulésen und anschlieRend die Beeinflussung der sich entwickelnden
diabetischen Nephropathie durch den atypischen Chemokinrezeptor ACKR2 zu
untersuchen. Dieser Arbeit lag die Hypothese zugrunde, dass bei Fehlen des
entziindungsbegrenzenden Effekts von ACKR2 die diabetische Nephropathie in den
Versuchstieren verschlechtert wird. Zur Untersuchung dieser Annahme wurde der Verlauf
der diabetischen Nephropathie in Wildtyp-Mausen (C57BL/6J) und Ackr2-Knockout-
Mausen (Ackr2”) im gleichen genetischen Hintergrund verglichen. Zur Induktion des
diabetischen Nephropathiemodells wurde zunachst in beiden Mausgruppen eine unilaterale
Nephrektomie durchgefuhrt, um eine fur den Diabetes charakteristische Hyperfiltration in
der verbliebenen Niere auszuldsen und die nachfolgende diabetische Nierenschadigung zu
akzelerieren. AnschlieBend wurde durch Streptozotocin-Injektionen in den Mausen der
Diabetes induziert und nachfolgend die sich entwickelnde diabetische Nephropathie bis
Woche 25 im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren charakterisiert. Hierbei wurden
funktionelle Parameter wie Albuminurie und glomerulare Filtrationsrate bestimmt. Am
Versuchsende  wurden  strukturelle  Veranderung des  Nierengewebes  wie
Mesangiumexpansion und renale Fibrose analysiert und das Ausmall der
Nierenentziindung, insbesondere die renale Leukozyteninfiltration und der renale Gehalt
proinflammatorischer Chemokine, erfasst. Im ersten Teil der Arbeit konnte erfolgreich ein
Diabetes mit erhdhten Blutzuckerwerten und erhéhtem HbA1. in Wildtyp-Mausen induziert

werden. Die erhobenen funktionellen Parameter wiesen auf eine diabetische
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Zusammenfassung

Nierenschadigung hin, mit im Verlauf zunehmender Albuminurie und abnehmender GFR.
Auch konnte strukturell in den Glomeruli eine vermehrte Mesangiumexpansion mit
vermehrter Leukozyteninfiltration gezeigt werden. Desweiteren wurde der Phanotyp der
diabetischen Versuchstiere beider Genotypen miteinander verglichen. Hier zeigten sich
zunachst keine Unterschiede in der Entwicklung des Diabetes in Wildtyp- und Ackr2-
defizienten Mausen. Der Diabetes hatte sich somit unbeeinflusst von einer Ackr2-Defizienz
entwickelt. Es konnte eine erhdhte Konzentration des proinflammatorischen Chemokins
CCL2 im Plasma vor allem der Ackr2”-Tiere nachgewiesen werden. Im Vergleich zum
Wildtyp zeigte sich in Ackr2-defizienten diabetischen Mausen auch eine vermehrte
Rekrutierung von proinflammatorischen Leukozyten in das Nierengewebe, ebenso wie eine
erhohte Leukozytenzahl im Blut und in der Milz. Desweiteren fielen im Knochenmark der
diabetischen Ackr2’-Mause eine erniedrigte Leukozytenzahl und eine Reduktion
inflammatorischer Makrophagen auf, was fur eine verstarkte Chemokin-vermittelte
Mobilisation von Leukozyten aus dem Knochenmark in peripheres Gewebe bei Ackr2-
Defizienz spricht. Funktionelle und strukturelle Marker der diabetischen Nierenschadigung
waren allerdings in Wildtyp- und Ackr2’-Mausen zu Woche 25 der diabetischen
Nephropathie nicht signifikant unterschiedlich, wobei sich eine tendenzielle, nicht statistisch
signifikante Verschlechterung dieser Parameter in Ackr2”-Tieren zeigte.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit ein signifikanter Einfluss von ACKR2
auf die inflammatorischen Prozesse der diabetischen Nephropathie gezeigt werden, der
sich allerdings zumindest im Verlauf bis Woche 25 nur auf eine signifikant verstarkte renale
Leukozyteninfiltration in Ackr2-defizienten Tieren beschrankte, die nicht mit einer
signifikanten  funktionellen  Verschlechterung oder einem vermehrten renalen
Gewebeschaden einherging. Allerdings fand sich ein nicht signifikanter Trend zu einem
verstarkten glomerularen Schaden bei Ackr2-Defizienz. Die vorliegende Arbeit zeigt somit,
dass im hier untersuchten Streptozotocin-induzierten Diabetes-Modell mit insgesamt
geringer renaler Entziindungsaktivitat der entziindungsbegrenzende Effekt von ACKR2 den
auftretenden Nierenschaden im Gegensatz zu anderen renalen Krankheitsmodellen nicht
vermindert. Dass ACKR2 die renale Leukozyteninfiltration bis Woche 25 des Modells
begrenzt, koénnte jedoch darauf hinweisen, dass bei langerem Verlauf des
Krankheitsmodells ein nephroprotektiver Effekt von ACKR2 nachgewiesen werden konnte,
mit zunehmend verschlechterten funktionellen und strukturellen Markern der

Nierenschadigung in diabetischen Ackr2"-Mausen.
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Abstract

Abstract

Because of its clinical relevance, diabetic nephropathy is one of the most significant
pathologies in nephrology. Controlled by chemokines and their receptors, leukocyte
infiltration into renal tissue contributes to functional and structural inflammatory renal
damage. The proinflammatory chemokine CCL2, secreted locally in tissues, contributes to
the pathology of diabetic nephropathy. In recent years, atypical chemokine receptors like
the atypical chemokine receptor 2 (ACKR2) became known. In contrast to typical signal
transduction after binding, these receptors rather internalize bound chemokines and can
promote their degradation. Thus, atypical chemokine receptors like ACKR2 can influence
local inflammatory processes by degradation of e.g. CCL2 and may therefore limit
structural and functional renal damage. Aim of this dissertation was first to induce diabetic
disease in mice by injection of streptozotocin and further to analyze effects of ACKR2 on
the development of diabetic nephropathy, hypothesizing that lack of ACKR2 leads to
accelerated renal damage. The development of diabetic nephropathy was compared
between wildtype mice and Ackr2 knockout mice. To accelerate diabetic kidney injury by
promoting renal hyperfiltration, unilateral nephrectomy was performed in all experimental
animals before diabetes was induced by streptozotocin injection. Diabetic mice were
observed for 25 weeks. Functional parameters including albuminuria and glomerular
filtration rate were determined. Finally, structural renal damage, renal leukocyte infiltration
and abundance of proinflammatory chemokines were analyzed. In the first part of this
study, diabetes mellitus was induced successfully in wildtype mice. Blood sugar levels and
HbA1.: were elevated and functional parameters reflecting renal damage like albuminurie
and reduced GFR were present. In addition, structural damage could be observed in
glomeruli, with mesangial matrix expansion and increased leukocyte infiltration. Diabetic
disease developed similarly in wildtype and Ackr2-deficient mice. Some differences in
inflammatory responses were noted between the two genotypes. These included elevated
leukocyte levels in renal tissue and blood , increased mobilization of bone marrow cells and
a higher CCL2 levels in plasma of diabetic Ackr2 knockout mice. However, no difference in
structural and functional renal damage could be observed comparing diabetic wildtype and
Ackr2 knockout mice.

In summary, this study demonstrates a significant influence of ACKR2 on inflammatory
responses in diabetic nephropathy. ACKR2 apparently limits leukocyte infiltration into renal
tissue until week 25 of diabetic nephropathy. However, despite increased renal leukocyte
infiltration Ackr2 deficiency did not result in more severe functional or structural renal
damage until week 25 of this streptozotocin-induced diabetic mouse model. An extended
observational time could possibly show stronger nephroprotectic effects of ACKR2 in this

model.
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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klinische Relevanz der diabetischen Nephropathie

Chronische Nierenerkrankungen, die bis zur terminalen Niereninsuffizienz fihren kénnen
haben in der Medizin eine grole Relevanz. Viele Mechanismen fihren zu einer
kontinuierlichen Schadigung des Nierengewebes wie chronisch entziindliche, hypertensive
und diabetische Veranderungen. Diabetes spielt als Ursache einer chronischen
Nephropathie eine entscheidende Rolle. Nach wie vor kommt es meist trotz Therapie der
Grunderkrankung und Minimierung der Risikofaktoren zu einer kontinuierlichen
Verschlechterung der Nierenfunktion bis hin zum vollstandigen Funktionsverlust, der mit
Nierenersatzverfahren wie Dialysen oder Nierentransplantation langfristig behandelt
werden muss (Tuttle et al. 2014). In Abbildung 1.1 wird die Verteilung der Diagnosen zum
Zeitpunkt des Beginnes eines Nierenersatzverfahrens fur das Jahr 2005 in Deutschland
dargestellt. Fur diese Darstellung konnten 6.720 Dialysepatienten neu in das Register der
QuaSi-Niere gGmbH Uber Datentreuhdnder aufgenommen werden, es handelt sich hierbei
also um die Inzidenz im Jahr 2005 fUr Nierenersatzverfahren. Diabetes nimmt mit 35 %

einen sehr groflen Anteil der Ursache ein (Frei und Schober-Halstenberg 2006).

Verschiedene Zystennieren
4% 4 %

QuaSi-Niere 2005

Vaskulare Nephropathie
23 %

Diabetes Typ II
32%

Unbekannte Genese Diabetes Typ |
8 % 3%
Systemerkrankungen
4 %
Hereditar/Kongenital
1%
Interstitielle Nephritis
8 % Glomerulonephritis n = 6.720 Patienten

13 %

Abbildung 1.1. Darstellung der Diagnoseverteilung zum Zeitpunkt des Beginns eines Nierenersatzver-
fahrens 2005 (Frei und Schober-Halstenberg 2006)

Dies stellt nicht nur fir den Patienten eine hohe Belastung und Einschrankung von
Lebenserwartung und Lebensqualitat dar, sondern fuhrt auch unweigerlich zu einer hohen

Beanspruchung der Gesellschaft, verursacht durch hohe Kosten und hohen
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Ressourcenverbrauch (Tuttle et al. 2014). Die Entwicklung neuer oder verbesserter
Therapieansatze, die die Progression der chronischen Niereninsuffizienz bei Diabetes

verlangsamen oder gar aufhalten kénnten, ist daher klinisch hochrelevant.

1.2 Pathophysiologie der Niere

1.2.1 Anatomie und Physiologie der Niere

Die Niere ist im menschlichen Kdrper paarig angelegt, bohnenférmig und befindet sich
etwa auf Hohe des 12. Brustwirbels lateral der Wirbelsdule. Die Masse beider Nieren
zusammen betragt etwa 120-180 g, wobei jede einzelne eine Lange von etwa 12 cm, eine
Breite von 6 cm und eine Dicke von 3 cm hat und von einer festen Kapsel umgeben ist.
Neben der makroskopischen Aufteilung in Nierenmark, Nierenrinde und ableitendes
Kelchsystem lassen sich histologisch in der Niere verschiedene Strukturen mit funktionell
unterschiedlichen Aufgaben abgrenzen. Die kleinste Funktionseinheit der Niere wird als
Nephron bezeichnet, das sich wiederum aus Nierenkoérperchen (Glomerulus) und
Nierenkanalchen (Tubulus) zusammensetzt. Vor allem die als Glomeruli bezeichneten
Nierenkdrperchen, bestehend aus dem sich verzweigendem glomerularen Kapillarnetz und
der umgebenden Bowman-Kapsel, sind in dieser Arbeit von besonderem Interesse (Klinke
et al. 2010). Sie stellen die eigentlichen Filtrationseinheiten der Niere dar, in denen das
durch die glomerularen Kapillaren stromende Blut filtriert wird und hierdurch der im
Bowmann'schen Kapselraum gesammelte, glomerulére Primarharn entsteht. Hierbei stellt
die glomerulare Kapillarwand eine selektive Filtrationsbarriere dar, deren dreischichtiger
Aufbau aus Endothel, Basalmembran und Podozyten mit ihren durch Schlitzmembranen
verbundenen Fulfortsatzen besteht. Diese glomeruare Filtrationsbarriere halt korpuskulare
Elemente wie Zellen und groRere Molekule in der Blutbahn zurtuck, wahrend
kleinmolekulare Substanzen, Elektrolyte, harnpflichtige toxische Stoffwechselprodukte und
Wasser frei filtriert werden. MittelgroRe Molekule wie z.B. Albumin als haufigstes im
Blutplasma vorkommendes Protein kdénnen unter physiologischen Bedingungen die
glomerulare Filtrationsbarriere nur in geringem Umfang passieren. Umso wichtiger ist die
Tatsache, dass bei glomeruldaren Erkrankungen mit Schadigung der Filtrationsbarriere
verstarkt Albumin in den Harn filtriert wird, sodass die sich entwickelnde Albuminurie ein
frihes Zeichen eines glomeruldaren Schadens darstellt, wie sie auch bei einer friher
diabetischen  Nierenschadigung typischerweise auftritt (Arastéh et al. 2013).
Intraglomerulare Mesangiumzellen mit ihrer umgebenden extrazellularen Matrix, dem
Mesangium, stabilisieren das glomerulare Kapillarkonvolut, produzieren Matrix und bauen
sie ab, phagozytieren Fremdmaterial, das im Mesangium abgelagert wird und kdnnen bei
Schadigung inflammatorische Mediatoren produzieren und Entziindungszellen rekrutieren.

Die Basalmembran selbst besteht aus Kollagen IV, Laminin und Nidogen, in das negativ
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geladene Glykosaminoglykane eingelagert sind. Die Schlitzmembran, gebildet durch die
oben erwahnten Podozyten, enthalt zudem noch Nephrin, das die Podozytenful3fortsatze
miteinander verbindet (Arastéh et al. 2013).

Taglich wird von der Niere das gesamte Blutvolumen mehrmals gereinigt. Dabei entstehen
zunachst durch Filtration in den Glomeruli bis zu 200 | Primarharn, der durch komplexe
Vorgange der Ruckresorption von Wasser und Elektrolyten vor allem im tubularen System
auf etwa 1,5-2 Liter Endharn minimiert wird. Das gesamte filtrierte Plasmavolumen aller
Glomeruli wird als glomerulare Filtrationsrate (GFR) bezeichnet und ist im klinischen Alltag
einer der wichtigsten Parameter der Nierenfunktion. Bei einem gesunden jungen Menschen
betragt die GFR etwa 120 ml/min.

Ein Tubulus setzt sich zusammen aus einem proximalen Tubulusanteil (unterteilt in Pars
convoluta und Pars recta), einem Intermediaren Anteil und einem distalen Tubulus
(unterteilt in Pars convoluta und Pars recta), der Uber ein Verbindungstubulus mit dem
Sammelrohr verbunden ist, das schlieRlich in die Papilla renalis im Nierenbecken endet.
Die beiden Pars rectae der distalen und proximalen Tubulusanteile und der
haarnadelférmig-diinne intermediare Anteil bilden zusammen die Henle-Schleife. Das
Tubulussystem hat verschiedene Aufgaben, unter anderem die Rickgewinnung wichtiger
Substanzen und Wasser, Abgabe von Abfallprodukten und Aufrechterhaltung eines
physiologischen Saure-Base-Haushaltes. Dies wird durch aktive und passive Vorgange
geregelt. Im Prinzip kann vereinfacht gesagt werden, das im proximalen Teil des Tubulus
durch aktive Resorption von geladenen und osmotischen Teilchen ein Potentialdifferenz
und Konzentrationsgefalle entsteht, das weitere Mechanismen zur Resorption von anderen
wichtigen Substanzen erst ermoglicht. Eine zentrale Rolle spielt dabei das Natriumion
(Na*). Wichtige Substanzen wie Bicarbonat, Glukose und Aminosauren kdnnen durch diese
Mechanismen zurickgewonnen werden. Das Wasser folgt dem osmotischen Gradienten
und zieht dabei weitere geléste Stoffe durch den konvektiven Transport zurtick ins
Nierenparenchym. Andere Substanzen wie Inulin (oder Sinistrin, dazu mehr in Kapitel
2.3.3) werden nicht/kaum resorbiert und kdnnen so durch deren Konzentrationsunterschied
zwischen dem Endharn und Blutplasma Aufschluss Uber die glomerulare Filtrationsleistung
der Niere geben (GFR-Bestimmung). Die Henle-Schleife spielt bei dem Aufbau eines
osmotischen Gradienten eine besonders entscheidende Rolle. Dies und das Prinzip des
Gegenstroms sind die Voraussetzungen flir die Konzentrierung des Urins, sodass final ein
in seiner Menge stark reduzierter, aber auch stark konzentrierter Endharn zustande kommt.
Neben ihrer Hauptfunktion, der Regulation des Wasser-, Saure-Basen- und Salzhaushaltes
sowie der Ausscheidung von harnpflichtigen Stoffwechselprodukten, ist die Niere an vielen
weiteren physiologischen Prozessen beteiligt und ist somit ein zentral wichtiges Organ im

menschlichen Kdrper. Beispielweise produziert die Niere, genauer gesagt die Fibroblasten
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der Nierenrinde, Erythropoetin (EPO), das essentiell flir die hamatopoetische Wachstum
und die Differenzierung von Erythrozyten ist (Klinke et al. 2010). AuRerdem ist die Niere
malfigeblich am Vitamin D-Stoffwechsel und der Regulation des Calciumhaushaltes
beteiligt. Im Rahmen der renalen Autoregulation steuert die Niere zudem den systemischen

Blutdruck Uber den Renin-Angiotensin-(Aldosteron-) Mechanismus (Klinke et al. 2010).

1.2.2 Die diabetische Nephropathie

Definitionsgemald spricht man von einer diabetischen Nephropathie, wenn pathologische
Veranderungen der Glomeruli nach langem Diabetesverlauf entstanden sind, die von
vaskularen, tubularen und interstitiellen Schaden begleitet werden (Arastéh et al. 2013). Zu
Beginn fallt bei Diabetikern zunachst eine gesteigerte GFR auf. Diese Hyperfiltration nimmt
mit zunehmender Schadigung der Nephrone wieder ab; es tritt eine fortschreitende
Verschlechterung der Nierenfunktion auf. Strukturell kommt es frih zu einer glomerularen
Hypertrophie und einer NierenvergroRerung. Im weiteren Verlauf stehen dann vor allem die
vernarbende Schadigung des Nierengewebes und das begleitende
Entzindungsgeschehen im Vordergrund. Dabei bedingen sich die Verschlechterung der
Nierenfunktion und strukturelle Veranderungen des Nierengewebes gegenseitig.

Die fortgeschrittene diabetische Nephropathie fallt histologisch vor allem durch Vernarbung
der Glomeruli, die als Glomerulosklerose bezeichnet wird, auf. Merkmale dieser sind ein
Podozytenverlust und eine zunehmende extrazellulare Matrixablagerung, die initial durch
die hyperglykdmische Stoffwechselsituation bedingt sind. Im weiteren Verlauf kommen
dann lokale inflammatorische Prozesse hinzu, die zu weiterer glomerularen Schadigung
fuhren (Tuttle 2005). Funktionell tritt durch die Schadigung der glomerularen
Filtrationsbarriere, insbesondere aufgrund des Podozytenverlust eine Albumin- und
Proteinurie auf, die im Verlauf bei zunehmender Glomerulosklerose mit progredienter
Einschrankung der Nierenfunktion einhergeht. Ebenfalls folgt haufig eine sekundare
tubulointerstitielle Nephritis, die infolge eines Tubulus-Zellschadens durch anhaltende
Proteinurie, latenter tubulointerstitieller Ischamie und glomeruldren Produktion von
Entzindungsmediatoren auftritt. Tubulointerstitielle Leukozyteninfiltration und Fibrose sind
die Folge, die ihrerseits die glomeruldre Filtration weiter einschranken (Vielhauer und
Anders 2009). Es konnte bereits die renale Infiltration von Makrophagen und T-
Lymphozyten im diabetischen Tiermodell nachgewiesen werden, die mit dem
Nierenfunktionsverlust korreliert (Chow et al. 2004). Eine Hemmung der renalen Infiltration
leukozytarer Entzindungszellen kann dagegen die diabetische Nephropathie im Tiermodell
verbessern (Chow et al. 2005).
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1.2.3 Tierexperimentelles Modell der diabetischen Nephropathie

Tierexperimentelle Modelle des Diabetes und der diabetischen Nephropathie spielen bei
Untersuchungen der zugrundeliegenden Pathophysiologie und zur Identifizierung neuer
therapeutischer Behandlungsansatze eine wichtige Rolle. In der vorliegenden Arbeit
wurden Knockout-Mause verwendet, um die funktionelle Rolle des atypischen
Chemokinrezeptors 2 (ACKR2) bei der diabetischen Nierenschadigung zu charakterisieren.
Als Mausmodell eines Diabetes wurde dabei die Streptozotocin-induzierte Hyperglykamie
gewahlt, die pathophysiologisch einem Typ |-Diabetes des Menschen entspricht. Insulin
wird in den B-Zellen des Pankreas gebildet, welches bendtigt wird, um Glukose aus dem
Blut in die Zellen aufzunehmen, wodurch sich der Blutzuckerspiegel senkt. Fehlt Insulin
oder besteht eine mangelnde Sensitivitat flr Insulin, so fihrt dies zu einer Erhéhung des
Blutzuckerspiegels und Manifestation eines Diabetes. Durch die intraperitoneale Injektion
von Streptozotocin (STZ) Gber finf Tage kann in Mausen ein Diabetes durch eine partielle
Zerstorung der B-Zellen erzeugt werden. STZ ist ein Analogon der N-Acetylglucosamine.
Es wird Uber den Glukosetransporter Typ 2 (GLUT-2 Rezeptoren) in die B-Zellen
transportiert und wirkt B-Zell-toxisch (Tesch und Allen 2007). STZ inhibiert dabei die
Aktivitat des pB-Zell Enzyms Protein-3-O-Serin/Threonin N-Acetylglucosaminylhydrolase (O-
GIcNAcase), das dafur verantwortlich ist, dass O-gebundenes B-N-Acetylglucosamin (O-
GIcNAc) von Proteinen entfernt wird. Es folgt eine irreversible O-Glykosylierung von
intrazellularen Proteinen, welche zur B-Zell-Apoptose fuhrt (Wu et al. 2017, Tesch und
Allen 2007). In den Versuchstieren wird durch die STZ-Injektion und die dadurch
resultierenden B-Zellzerstdrung ein absoluter Insulinmangel induziert. Dies gleicht dem
Typ-1-Diabetiker beim Menschen, bei dem die B-Zellen durch autoimmune Vorgange
zerstdrt werden und sich somit eine hyperglykdmische Stoffwechsellage einstellt.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mause im genetischen C57BL/6J-Hintergrund
entwickeln allerdings nach Induktion des Diabetes nur langsam eine diabetische
Nierenschadigung. Zur Beschleunigung und Verstarkung des renalen Schadens kann bei
den Mausen vorab eine unilaterale Nephrektomie im Alter von etwa acht Wochen
vorgenommen werden. Durch die hierdurch induzierte kompensatorische Hyperfiltration in
der verbliebenen Niere mit erhohter Belastung der glomerularen Filtrationsbarriere wird die
nachfolgend auftretende diabetische Nierenschadigung akzeleriert. Zudem stellt die
glomerulare Hyperfiltration, die durch die Hyperglykdmie selbst verursacht wird, einen
wichtigen pathophysiologischen Mechanismus der diabetischen Nephropathie dar, die im

angewandten Modell durch die einseitige Nephrektomie verstarkt wird.
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1.3 Chemokine und Chemokinrezeptoren

1.3.1 Einteilung und Funktion der Chemokine

Inflammatorische Vorgange sind komplex reguliert und koordiniert. Dabei wird die
Leukozytenimmigration aus der Blutbahn in geschadigtes Gewebe durch lokal gebildeten
chemotaktische Botenstoffe, sogenannte Chemokine gesteuert, die an leukozytar-
exprimierten Chemokinrezeptoren binden. Hierdurch werden Leukozyten aktiviert und eine
Zellmigration entlang eines Konzentrationsgradienten zur hochsten Chemokinkonzentration
ausgeldst, was als Chemotaxis bezeichnet wird (Rot und von Andrian 2004). Chemokine
werden nach ihrer chemischen Struktur entsprechend der Anordnung von Cysteinresten
(C) zwischen weiteren Aminosauren (X) in vier Untergruppen aufgeteilt: CC-, CXC-, XC-,
und CX3C-Chemokine (Abbildung 1.2). Vereinfacht lassen sich die Chemokine auch
funktional grob untergliedern. Es gibt dabei sogenannte homoostatische Chemokine, die
konstitutiv exprimiert werden und eine stetige physiologische Wanderung von Immunzellen
zwischen Organen vermitteln (Calogero et al. 2018). Im Gegensatz dazu gibt es
inflammatorische Chemokine, die nicht dauerhaft exprimiert werden und bei
Gewebeschadigung induzierbar sind. Kommt es zu einer Entziindung, Infektion oder
Gewebsverletzungen steigen diese stark an und vermitteln so eine Infiltration von
Entzindungszellen an den Ort der Gewebeschadigung. Ein klassischer Vertreter
inflammatorischer Chemokine ist das Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1), dass
nach systematischer Nomenklatur (Tesch 2008) als CC—Chemokinligand 2 (CCL2)
bezeichnet wird.

Die Chemokinrezeptoren sind an der Zelloberflache exprimierte, G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren. Entsprechend der Struktur ihrer Chemokinliganden werden die Rezeptoren als
CCR-, CXCR-, XCR-, und CX3CR-Chemokinrezeptoren bezeichnet. Insbesondere bei
inflammatorischen Chemokinen kann ein Rezeptor haufig innerhalb der gleichen
strukturellen Untergruppe (z.B. der CC-Chemokine) mehrere Chemokine binden.
Umgekehrt kann das gleiche Chemokin mehrere Chemokinrezeptoren der gleichen Gruppe

aktivieren, allerdings mit unterschiedlicher Affinitat (siehe Abbildung 1.2).
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Chemokines

Chemokine receptors

Common Function  Systematic
names names
GCP-2 (i) CXCL6
IL-8 ()  CXCLs CXCR1
Gro-c, KC, MIP-2 (i) CXCL1
Gro-, CINC-20. (i) CXCL2
Groy, CINC-2p (i) CXCL3 - CXCR2
o ENA78 (i) CXCL5
= NAP-2 (i) CXCL7
g PF4 (i) CXCL4
£ MIG (i) CXCL9
i IP-10 (i) CXCL10 CXCR3
X I-TAC (i) CXCL11
SDF-1 (h) CXCL12 CXCR4
BCA-1 (h) CXCL13 CXCR5
Boleking BRAK (i) CXCL14
Lungkine (h) CXCL15
SR-PSOX (?) CXCL16 CXCR6
MIP-1c (i) CCLa
RANTES (i) CCL5
MCP-3 (i) ccL7 O
MIP-3, MPIF-1 (i) CcCL23
MCP-1 (i) CCL2
MCP-2 (i) ccLs CCR2
MCP-4 (i) CCL13
HCC-1,HCC-3 (i) ccL14
HCC-2 (i) CCL15
HCC-4 (i) CCL16
@ Eotaxin (i) CCL11
£ MPIF-2, eotaxin? (i) CCL24 CCR3
g MIP-4q, eotaxin3 (i) CCL26
o TARC (h) CCL7
A
g MDC (h)  CCL22 CCRS
o MIP-1p (i) ccL4 CCR5
DC-CK1 (h?)  ccL18
MIP-30, LARC (h) CCL20 CCR6
ELC (h) ccL19
sLC (h)  ccL21 {\ ===
1-309, TCA-3 (i) €CL1 \\ CCR8
TECK (h) CCL25 CCR9
CTACK, ESkine  (h) CCL27
MEC (h)  CCL28 FRER
CCR11
S) Lymphotactin (i) XCL1
O SCM-1B ()  XCL2 il
Q, . _
c>§ Fractalkine (i) CX5CL1 CX5CR1

Abbildung 1.2. Chemokine und typische Chemokinrezeptoren in der Ubersichtsdarstellung (Vielhauer et al.

2004)
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Das Chemokin-Chemokinrezeptorsystem ist daher ein redundantes, komplex reguliertes
System, in dem die Aktivierung spezifischer Rezeptoren durch gleichsinnige oder
kompetitive Interaktion mehrerer Liganden beeinflusst wird (Graham und Locati 2013). Die
Redundanz des Chemokinsystems erschwert dabei die Charakterisierung spezifisch
pathophysiologischer Funktionen einzelner Chemokine oder Chemokinrezeptoren
(beispielsweise durch ihre experimentelle Blockade oder ihren Knockout) und die
Identifizierung entsprechender therapeutischer Ansatze (Calogero et al. 2018).
Hauptrezeptor fur das proinflammatorische Chemokin CCL2 scheint jedoch der CCR2-
Rezeptor zu sein, der auf verschiedenen Leukozytenpopulationen exprimiert wird. Alle
Chemokinrezeptoren, die nach Bindung ihrer Liganden eine charakteristische intrazellulare
Signaltransduktion und  Zellaktivierung induzieren,  werden als  typische

Chemokinrezeptoren zusammengefasst (siehe dazu auch Abbildung 1.3 A).
@ | @
4 v

&
CORYLAID ST

! |

(

Intracellular No Intracellular
signalling signalling
Directional Chemokine
migration scavenging

Abbildung 1.3. Schematische Darstellung von (A) typischen Chemokinrezeptoren und (B) atypischen
Chemokinrezeptoren (Graham 2009)

1.3.2 Beeinflussung proinflammatorischer Chemokine im Entziindungsgeschehen
der diabetischen Nephropathie

Auch fur die renale Schadigung spielen lokal gebildete Chemokine und ihre leukozytar-
exprimierten Rezeptoren eine wichtige Rolle. Zahlreiche tierexperimentelle Daten belegen
ihre  pathophysiologische Relevanz  fir die renale  Leukozyteninfiltration,
Gewebeschadigung und  Nierenfunktionseinschrankung bei  glomerularen  und

tubulointerstitiellen Erkrankungen. Dass durch ihre Blockade im Tiermodell nicht nur die
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renale Leukozytenakkumulation, sondern auch der renale Schaden vermindert werden
kann, verdeutlicht auch die potentiellen therapeutischen Moglichkeiten einer Chemokin-
oder Chemokinrezeptorblockade bei renalen Erkrankungen (Vielhauer et al. 2004, Anders
et al. 2010). So haben die Expression und Aktivierung des proinflammatorischen
Chemokins CCL2 und seines Rezeptors CCR2 auch eine pathophysiologisch relevante
Funktion fir die renale Rekrutierung inflammatorischer Leukozyten und damit verbundenen
Gewebsschadigung bei der diabetischen Nephropathie (Tesch 2008). Bei Diabetikern
lassen sich erhéhte Spiegel von CCL2 im Serum und auch eine erhdhte Konzentration im
Urin feststellen. Auch wurde gezeigt, dass hohe Glukosekonzentrationen oder die bei
diabetischer Stoffwechsellage vermehrte Bildung glykosylierte Molekile (Advanced
Glycation End Products, AGEs) eine vermehrte CCL2-Produktion in humanen
Mesangiumzellen verursachen (Tashiro et al. 2002; |hm et al. 1998). Uber CCL2 ist
bekannt, dass es eine vermehrte Auswanderung von inflammatorischen Monozyten aus
dem Knochenmark in die Blutbahn und schlieRlich die Extravasation und Infiltration in
geschadigtes Gewebe wie zum Beispiel Glomeruli und das renalen Interstitium vermittelt
(Vielhauer et al. 2004). Weiterhin wird der CCL2-Rezeptor CCR2 von aktivierten Podozyten
exprimiert, dessen Stimulation wiederum zur Schadigung der Podozyten beitragen kann
(Lee et al. 2009; Nam et al. 2012).

CCL2 bzw. CCR2 scheinen somit eine pathophysiologische sowie therapeutische
Relevanz fir die diabetische Nephropathie zu haben, welche bereits durch die Blockade
von CCL2 oder dessen Rezeptor tierexperimentell belegt worden sind (Chow et al. 2005;
Tesch 2008; Chow et al. 2006; Sayyed et al. 2011). Hier wurde bereits im Tiermodell bei
db/db Mausen mit Typ 2-Diabetes mellitus gezeigt, dass CCL2 als Marker und
Therapieansatz flr entziindliche Prozesse bei der diabetischen Nephropathie dienen kann
(Tesch 2008). Dies basiert auf den bereits bekannten Fakten, dass eine Anhaufung von
Makrophagen in der Niere den schadigenden Prozess verstarkt und CCL2 zu ihrer
Akkumulierung fihrt (Chow et al. 2005, Sayyed et al. 2011).

Zudem sprechen humane Daten fir eine pathophysiologische Rolle der CCL2-CCR2-
Achse bei der diabetischen Nephropathie. Eine erste klinische Studie am Menschen zur
Hemmung von CCL2 bei diabetischer Nephropathie konnte mit positivem therapeutischem
Effekt abgeschlossen werden. In dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass eine
12-wdchige Blockade von CCL2 mit Emapticap-Pegol, einem CCL2 neutralisierenden
Spiegelmer die Albuminurie in behandelten Typ ll-Diabetikern senkt (Menne et al. 2017). In
einer weiteren klinischen Studie am Menschen wurde gezeigt, dass die Hemmung des
CCL2-Rezeptors CCR2 mit dem kleinmolekularen Inhibitor CCX140-B Uber 52 Wochen
ebenfalls in einer signifikanten Reduzierung der Albuminausscheidung in Patienten mit Typ
lI-Diabetes resultiert (de Zeeuw et al. 2015).
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Zusammenfassend sprechen die vorliegenden tierexperimentellen und humanen Daten
somit flr eine pathophysiologische Rolle des proinflammatorischen Chemokins CCL2 bei

der diabetischen Nierenschadigung.

1.3.3 Uberblick Gber die atypischen Chemokinrezeptoren

Seit einigen Jahren ist eine neue Gruppe von Chemokinrezeptoren bekannt, denen nach
Bindung von Liganden im Gegensatz zu den bereits bekannten "typischen"
Chemokinrezeptoren, deren  charakteristische Eigenschaft, eine  klassische
Signaltransduktion und damit verbundene Leukozytenmigration zu vermitteln, fehlt
(Abbildung 1.3 B). Sie werden als atypische Chemokinrezeptoren (ACKR) bezeichnet.
(Mantovani et al. 2006; Ulvmar et al. 2011).

Atypische  Chemokinrezeptoren  verandern posttranslational lokale  Chemokin-
konzentrationen durch Bindung ihrer Chemokinliganden und deren intrazellularen
Internalisierung. Das aufgenommene Chemokin kann nach transzellularem Transport
durch die Zelle erneut, zum Beispiel an der Endothelaul’enseite, sezerniert oder
intrazellular abgebaut werden. Durch eine lokal reduzierte Konzentration
proinflammatorischer Chemokine kann die lokale Leukozyteninfiltration vermindert werden.
Daher ist auch den atypischen Chemokinrezeptoren eine indirekte Beeinflussung der
Leukozytenmigration zuzuschreiben. Auch die atypischen Chemokinrezeptoren lassen sich
grob nach ihrer Funktion in homdostatische (z.B. ACKR3, ACKR4) und in inflammatorische
Rezeptoren (z.B. ACKR1) einteilen. Der atypische Chemokinrezeptor ACKR2, auch D6
genannt, gehdrt dabei zu letzteren (Graham und Locati 2013). Eine Ubersicht Uber die

Ligandenbindung gibt Tabelle 1.1. mit den jeweiligen atypischen Chemokinrezeptoren.

Ubersicht Uber atypische Chemokinrezeptoren und ihre Liganden

Rezeptor Liganden
ACKR1 (DARC) CCL1,2,5,7,8,11, 13,14, 16, 17, 18
CXCL5, 6, 8,9, 10, 11, 13
ACKR2 (D6) CCL2,3,4,5,7,8,11,12,13, 14,17, 22, 23, 24
ACKR3 (CXCR?7) CXCL11, 12
ACKR4 (CCX-CKR) CCL19, 21, 25
ACKR5 (CCRL2) CCL19

Tabelle 1.1. Ubersicht liber atypische Chemokinrezeptoren und lhre Liganden (Graham und Locati 2013)

1.3.4 Der atypische Chemokinrezeptor 2
ACKR2 wird auf Leukozyten und lymphatischen Endothelzellen exprimiert (Rot et al. 2013;

McKimmie et al. 2013). Im Ruhezustand findet man weniger als finf Prozent der
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Proteinrezeptoren tatsachlich auf der Zelloberflache. Die meisten der Rezeptoren befinden
sich intrazellular in Vesikeln gespeichert (Blackburn et al. 2004). ACKR2 bindet mit hoher
Affinitat proinflammatorische CC-Chemokine, jedoch keine CXC-, XC-, CX3C- oder andere
homdostatische CC-Chemokine. Nach Bindung der Chemokinliganden durch den ACKR2
fuhrt dies zu einer gemeinsamen Internalisierung, gefolgt von einer Dissoziation der beiden
Strukturen. Der ACKR2 wird daraufhin wieder an der Zelloberflache exprimiert, wahrend
der Ligand intrazellular abgebaut wird. (siehe Abbildung 1.4). Eine Bindung von
proinflammatorischen Chemokinen wie CCL2 an seinen klassischen Rezeptor (zum
Beispiel CCR2) fuhrt dagegen nach induzierter Signaltransduktion zur Internalisierung des
Rezeptors und seinem intrazelluldren lysosomalen Abbau. Im Gegensatz zu typischen
Chemokinrezeptoren steigt bei ACKR2 nach Ligandenbindung dessen Expression an der
Zelloberflache (Bonecchi et al. 2008) ACKR2 wird wegen dieser Eigenschaften als
Chemokin-Scavenger, also "Chemokin-Fanger", bezeichnet. Somit scheint ACKR2 lokale
Chemokinkonzentrationen zu reduzieren und eine lokale Leukozyteninfiltration und damit
verbundene Entziindung einzudammen (Abbildung 1.4). Es konnte bereits gezeigt werden,
dass Ackr2-defiziente Knockout-Mause einen erhéhten Chemokingehalt in entziindetem
Gewebe mit verstarkter inflammatorischer Reaktion und Organschaden aufweisen,
beispielsweise bei kutanen Entzindungen, allergischer Bronchopneumonie und nach
Myokardinfarkt (Jamieson et al. 2005; Whitehead et al. 2007).

o
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Abbildung 1.4. Darstellung der Internalisierung und intrazellularem Abbau der Chemokine durch Ackr2 (D6)
(Mantovani et al. 2006)

ACKR2 wird lokal in vielen Geweben exprimiert und ist auch schon vielseitig untersucht
worden. Abbildung 1.5 zeigt, dass in der Maus unter physiologischen Bedingungen auch in
der Niere eine konstitutive Ackr2-mRNA-Expression vorliegt und im Vergleich zu anderen
Organsystemen auch hier eine Kklinische Relevanz bei der Modulation Ilokaler

Chemokinkonzentrationen haben dirfte.
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Abbildung 1.5. Darstellung der physiologischen mRNA-Expression von Ackr2 in verschiedenen Organen
unbehandelter C57BL/6J-Kontrolimduse (Lux et al. 2019)

1.4 Entzindungsbegrenzende Funktion von ACKR2 bei renalen
Erkrankungen
Tatsachlich konnten Arbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe nachweisen, dass in
Knockout-Mausen mit Ackr2-Defizienz renale Entziindung, Fibrose und Schadigung bei
chronischer Immunkomplex-Glomerulonephritis und nach Ischamie-Reperfusionsschaden
zunimmt (Bideak et al. 2018, Lux et al. 2019). Beide Modelle beschaftigen sich mit der
Beeinflussung inflammatorischer Prozesse durch ACKR2. Es wurden jeweils Ackr2-
Knockout-Mause mit Wildtyp-Kontrollmausen (C57BL/6J) verglichen. Im Modell der akuten
Ischamie- und Reperfusion-Schadigung (Lux et al. 2019) wurden zwei Zeitpunkte
untersucht. Einmal die kurze Zeitspanne von 1 und 5 Tagen nach initialer Schadigung, bei
der es keinen Unterschied der renalen Schadigung zwischen den Wildtyp-Mausen und
Ackr2-Knockout-Mausen gab, sowie die lange Versuchsdauer mit Nachbeobachtung uber
5 Wochen. Hier zeigte sich in den Ackr2-Knockout-Mausen eine starkere Schadigung als in
den Vergleichsnieren der Wildtyptiere. Begrundet wurde dies durch den chronischen
Prozess einer vermehrten renalen Einwanderung von mononuklearer Phagozyten, T-Zellen
und Ly6"e" inflammatorischen Makrophagen bei den Ackr2-Knockout-Mausen. Weiterhin
zeigte sich eine verstarkte renale Fibrose, verdeutlicht durch vermehrte interstitielle
Matrixexpression und Akkumulation a-Smooth Muscle Actin-positiver Myofibroblasten.
Auch trat ein vermehrter Tubulusverlust auf (Lux et al. 2019). Im Modell der chronischen
Immunkomplex-Glomerulonephritis (Bideak et al. 2018) zeigten sich im zweiw6chigen

Verlauf eine vermehrte Albuminurie und erhohte Harnstoffkonzentrationen im Blut der
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Ackr2-Knockout-Mause, was auf eine verstarkte renale Schadigung hinwies. Auch dies
kann durch die nachgewiesene vermehrte renale Einwanderung von mononuklearen
Phagozyten und CD4+ T-Zellen aufgrund der fehlenden ACKR2-abhangige Reduzierung
renaler Entziindungsmediatoren wie CCL2 begrindet werden. Es fanden sich unter
anderem vermehrte CCL2-Spiegel in Nieren und Blut der Ackr2-Knockout-Mause (Bideak
et al. 2018).

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass im Mausmodell ACKR2 bei chronisch
progredienten renalen Erkrankungen eine nephroprotektive Funktion besitzt, da bei Ackr2-
Defizienz mit Fehlen seiner Chemokin-abbauenden Funktion eine vermehrte renale

Leukozyteninfiltration, Entzindung, Fibrose und Organschadigung auftreten.

1.5 Zielsetzung der Arbeit und Fragestellung

In dieser Arbeit sollte der Einfluss des atypischen Chemokinrezeptor ACKR2 auf den
Verlauf der diabetischen Nephropathie untersucht werden. Basierend auf den bereits
erorterten Vordaten lag der Arbeit die Hypothese zugrunde, dass ACKR2 durch seine
entzindungsbegrenzende  Funktion auch die Entwicklung des diabetischen
Nierenschadens reduzieren oder verzégern kann. Zudem wurde in der Arbeit untersucht,
ob ACKR2 im gewahlten Tiermodell die Entwicklung des Diabetes mellitus nach -
Zellschadigung in Pankreas beeinflusst.

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen untersucht:

A. Wird nach STZ-Gabe der Diabetes unabhangig von einer Ackr2-Defizienz in
Wildtyp- und Ackr2-Knockout-Mausen gleichermalen induziert?

B. Fihrt die diabetische Stoffwechsellage durch die chronische Hyperglykdmie in dem
gewahlten Tiermodell zur Schadigung der Nieren mit Beeintrachtigung der
Nierenfunktion?

C. Fuhrt entsprechend der zugrundeliegenden Arbeitshypothese Ackr2-Defizienz
durch verminderten lokalen Abbau von proinflammatorischen Chemokinen wie
CCL2 in der Niere zu einer vermehrten renalen Leukozyteninfiltration oder auch
direkten Podozytenschadigung?

D. Fihrt Ackr2-Defizienz infolge vermehrter renaler Leukozyteninfiltration und/oder
Podozytenschadigung zu einer rascher progredienten glomerularen und
tubulointerstitiellen Nierenschadigung, Entziindung und Vernarbung?

Durch Nachweis einer entzindungsbegrenzenden und nephroprotektiven Funktion von
ACKR2 im diabetischen Nephropathie-Modell kbnnte ACKR?2 als interessantes Zielmolekill
neuartiger Therapieansatze zur Progressionsverlangsamung des diabetischen Nieren-

schadens identifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Tierhaltung

Materialien fiir die Tierhaltung

Material

Firma

H-TEMP POLYSULFON - PSU - 1284L EUROSTANDARD TYP Il
L365 x 207 x 140 mm-GF 530 cm?

Innenliegender Gitterdeckel - verstarktem Edelstahl-Draht-Rahmen
Polysulfon (PSU) H-Temp Filterhaube mit Verschlusskammer
Polyester Filtervlies - 92 % Partikelrickhaltevermdgen 8-10 pm
Polycarbonat Trinkflasche 250 ml & 56 x 154 mm

Polycarbonat Trinkflasche 400 ml 72 x 72 x 122 mm

Rotes Mausehaus

Grobes Einstreu aus Espenholz [190 g/L]

Nestlets

Nagestabchen aus Espenholz S-Bricks 1x4 cm

Tecniplast, Hamburg
Tecniplast, Hamburg
Tecniplast, Hamburg
Tecniplast, Hamburg
Tecniplast, Hamburg
Tecniplast, Hamburg
Tecniplast, Hamburg
Abedd, Ssniff, Soest
Ssniff, Soest

Ssniff, Soest

Standardfutter Zusammensetzung (Ssniff, Soest)

Inhaltsstoffe Menge
Rohprotein 22,0%
Rohfett 4,5%
Rohfaser 3,9%
Rohasche 6,7%
Kalzium 1,0%
Phosphor 0,7%
Vitamin A 25000 U/kg
Vitamin D3 1500 U/kg
Vitamin E 125 mg/kg
Eisen-(Il)-sulfat Monohydrat 100 mg/kg
Zinksulfat Monohysdrat 50 mg/kg
Mangan-(l1)-sulfat Monohydrat 30 mg/kg
Kupfer-(ll)-sulfat Pentahydrat 5 mg/kg
Natriumselenit 0,1 mg/kg
Kalziumjodat Anhydrat 2,0 mg/kg
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Name

Firma

96-well-Platten

Gewebekassetten Histosette-l|

Kanulen BD Micronance 19G, 26G, 30G

Leukosilkpflaster
VYCRIL Nahtfaden-resorb. 5-0, P-3

ETHIBOND Nahtfad.-nichtresob.5-0,PS-3

Pipettenspitzen 1-1000 pl
Pipettenkanile 10 ml
Rasierklingen SWORD
Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml
Skalpelle No. 11 und 20

Spritzen BD Plastipak 1 ml

Spritzen BD Discardit 2, 5, 10 und 20 ml

Spritzen 2 ml, 5 ml, 10 ml

Steriles Abdecktuch 45x75 cm
Sterile Kompressen

Sterile Wattestabchen

Super Frost Plus Objekttrager
Tubes 1,5 ml, 2 ml, 15 ml und 50 ml
Zellkulturschalen @ 60 und 96 mm
Zellsieb 70 pym und 100 pm

Nunc, Wiesbaden

NeolLab, Heidelberg

Becton Dickinson, Drogheda, Irland
BSN medical GmbH, Hamburg
Johnson Medical, Noderstedt

Johnson Medical, Noderstedt

Peske, Aindlingen-Arnhofen

Peske, Aindlingen-Arnhofen

Wilkinson, Solingen

Becton Dickinson, Heidelberg

Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan
Becton Dickinson, Madrid, Spanien
Becton Dickinson, Fraga, Spanien
Becton Dickinson, Heidelberg
Sengewald Klinikprodukte, Rohrdorf
Verbandmittel Danz GmbH, EulRenheim
NOBA Verbandmittel Danz, Wetter
Menzel-Glaser, Braunschweig

TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

Becton Dickinson, Heidelberg

2.1.3 Mehrfachartikel

Name Firma
Klemme Servoprax GmbH, Wesel
Messbecher Servoprax GmbH, Wesel

Inhalationsvorrichtung
Injektionsvorrichtung

Schere

Pasteurpipette

Pinzette spitz-fein und stumpf
Pipettierhilfe Pipetus Classic

Pipetten Pipetman

Konstruktion AG Vielhauer ,Anders, Minchen
Konstruktion AG Vielhauer, Minchen
Servoprax GmbH, Wesel

Roth, Karlsruhe

Servoprax GmbH, Wesel

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

Gilson, Middleton, WI, USA
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2.1.4 Chemikalien, Lésungen und Puffer

Medikamente fiir Narkose und Schmerzbehandlung

Wirkstoff Handelsname Firma

Atipamezol Revertor® CP-Pharma, Burgdorf
Dexpanthenol Bepanthen Auge. Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Buprenorphin Buprenovet Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Fentanyl Fentanyl-Jassen® Janssen-Cilag GmbH, Neuss
Flumazenil Anexate® Hexal AG, Holzkirchen
Isofluran Isofluran CP® CP-Pharma, Burgdorf
Midazolam Dormicum® Ratiopharm GmbH, Ulm
Medetomidin Dorbene vet® Zetis GmbH, Kaiserslautern
Metamizol Novalgin® Sanofi-Aventis GmbH, Frankfurt a.M.
Naloxon Naloxon-ratiopharm® Ratiopharm GmbH, Ulm

Medikamente zur intravendsen und intraperitonealen Anwendung

Name Firma
FITC-Sinistrin Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H.
Streptozotocin Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Citrat-Puffers, Ziel-pH 4,3

Reagenz Bendotigte Masse [g] in 50 ml ddH.O Anteil
0,1 M Natriumcitrat 1,47 2
0,1 M Zitronensaure 1,05 3

Vorgefertigte Kits/Antikorper ELISA-Assays

Name Firma

Avidin/Biotin Blocking Kit Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Bradfordragenzien Liquit Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
CCL2/MCP-1 R&D Systems, Nordenstadt, Wiesbaden
DNase Set Qiagen, Hilden, D

Kreatinin Kit-Creatininin FS* Dia Sys Qiagen, Hilden, D

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, D

VectaMount Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Vectastain Elite ABC Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
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Allgemeine Chemikalien und Enzyme

Name

Firma

5x First strand Buffer

10 x Taq Puffer without detergent
B-Mercaptoethanol
AccuCheck Counting Beads
Aceton

Agarosepulver
Ammoniumpersulfat
Antigen Unmasking Solution
Aqua zur Injektion
Avidin-Biotin Complex Reagenz
Ather

BioStab PCR Optimizer
Borsaure

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin (BSA)
Cytofix/Cytoperm Plus
Diaminobenzidin

DAB

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DNAase Typ

DNA-Leiter

dNTPs (25nM)

DPBS

DTT (0,1 M)

EDTA

EDTA

Eosin

Ethanol

Ethidiumbromid

FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse

FACS-Puffer
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Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St-Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Life Technologies, Carlsbad, USA
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Braun, Melsungen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Bitop, Witten

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Miinchen
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Calbiochem, San Diego, CA, USA
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
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Formaldehyd
Gelatine

Glycerin
Hexanukleotide
Isopropanol

KCI

Kollagenase A
Kollagenase Typ |
Linear Acrylamid
Lysing Solution
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (25 mM)
Methanol

Methylgrin

MgCl,

NaCl

Ni-Cl

Normal Mouse Serum
Normal Rat Serum
NP40 Sigma

PBS (Phosphate Buffered Saline)
PCR-Puffer
Proteinase K
Phosphatase

PTX3 Primer
RIPA-Puffer

RNasin (40U/ul)

RNA loading buffer
RNase free Spray
RPMI-Medium
Salzsaure - HCI
Standard Tag Reaction Buffer
Superscript Il

SYBR® Green

Tag-Polymerase
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Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Ambion, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Fermentas Scientific, Waltham, USA
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Sigma, Deisenhofen

Jackson, West Grove, PA, USA
Jackson, West Grove, PA, USA
Aldrich, Deisenhofen

Pan Biotech, Aidenbach
Minerva BiolLabs, Berlin

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

metabion international AG, Planegg
Merck, Darmstadt

Promega, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Gene Choice, Frederick, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

New Enland Biolabs, Franfurt a.M.
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Kisker Biotech GmbH, Steinfurt
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Tissue-Tek O.C.T. Compound
TRIS

TRIS-HCI

Tryptan Blau

Tween 20

VectaMount

Vectastain Elite ABC
Wasserstoffperoxid - H2O2 - 30%
Xylencyanol

Xylol

Sakura Finetek, Torrance, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Eigene Mixturen/Puffer:

Mastermix fiir reverse Transkription

20 ul Ansatz/Probe

Reagenz

Volumen Ansatz [ul]

First Strand Buffer (FS-Puffer )
25 mM dNTPs

0,1 MDTT

Lineares Acrylamid

Hexanucleotide

4,5
0,45
1
0,25
0,25

Recombinat RNAasin (= Rublinukleaseinhibitor) 0,5

SuperScript (= Reverse Transkriptase)

0,5

Gesamt

7,45

Mastermix fur die qPCR zur Quantifizierung von cDNA

Reagenz Volumen [ul]
SYBR® Green 2x 10

Taq Polymerase 0,16
Forward Primer 0,6

Reverse Primer 0,6

Gesamt 11,36
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Mastermix zur Genotypisierung mittels PCR

Reagenz Volumen [pl]
10x PE Puffer 2,5

11,25 mM dNTPs 4

Forward Primer WT 1

Forward Primer KO 1

Reverse Primer 1

Taq DNA Polymerase 0,2

ddH20 13,3

Gesamt 23

10x Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) Puffer

Reagenz Menge [g]
KCI 4

KH2PO4 0,6

NaCl 80
NazHPO4:2H20 0,621
NaHCOs3 3,5

CaCl, 1,4
MgCl2-6H20 1
MgSO4-7H.0 1
D-Glukose 10

ddH20 ad 1000 ml
10x HBSS Puffer ohne Ca?* und Mg?

Reagenz Menge [g]
KCI 4

KH2PO4 0,6

NaCl 80
Na;HPO,:2H,0 0,621
ddH20 ad 1000 ml
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Paris-Puffer

Reagenz Menge [g]
Tris HCL 2,4228

NaCl 7,31

KCI 2,0
Natriumacetat 0,8203
Glukose 0,9

ddH2O ad 1000ml, pH 7,4
PBND-Puffer

Reagenz Menge [ml]
2 M KCI 25

1 M TRIS-HC 1

1 M MgCl 0,25

0,1% Gelatine 10

100% NP40 0,45

100% Tween 20 0,45
ddH.O ad 100 ml
TBE Puffer

Reagenz Menge [g]
TRIS 108
Borsaure 55

EDTA 5,84
ddH20 ad 1000 ml
DAB-Farbelosung

Reagenz Menge [ml]
TRIS-HCI (37°C) 200

DAB 4

NiCl, 1

3% H20- 0,0005
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Kollagenase-L6sung (1) und Kollagenase-Losung mit DNAse (2)

Reagenz

Menge [mq]

Kollagenase Typ |
DNAse Typ [\/ *(nurin Losung (2))

10
1

HBSS (ohne Ca2+ und Mg2+)

1ml

2.1.5 Antikérper und Primer

Durchflusszytometrie

Anti-Maus Antikorper Isotypen fir die

Durchflusszytometrie

Firma

Anti-CCR2-FITC Klon 475301 (Isotyp: Ratte IgG2b- R&D Systems, Abingdon, UK

FITC)

Anti-CD11b-PE, Klon M1/70 (Isotyp: Ratte IgG2b k-PE) BD Pharmingen, Heidelberg
Anti-CD11¢c-FITC, Klon HL3 (Isotyp: Hamster IgG1 A1- BD Pharmingen, Heidelberg

FITC)

Anti-CD3e-FITC, Klon 145-2C11

BD Pharmingen, Heidelberg

Anti-CD40-PE, Klon 3/23 (Isotyp: Ratte IgG2a k-PE) BD Pharmingen, Heidelberg

Anti-CD45-PE, Klon 30-F11

Anti-CD45-PE-Cy5, Klon 30-F11

Anti-CD4-APC, Klon RM4-5

Anti-CD8a-PE-Cy5, Klon 53-6.7

BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg

Anti-F4/80-APC, Klon C1:A3-1 (Isotyp: Ratte IgG2b- AbD Serotec, Oxford,

APC)

Anti-Ly6C-FITC, Klon RB-8C5

GrolRbritannien

BD Pharmingen, Heidelberg

Anti-Ly6G-FITC, Klon IA8 (Isotyp: Ratte IgG2a k-FITC) BD Pharmingen, Heidelberg

Anti-Kollagen I-Biotin (polyklonal)

Streptavidin-APC

Rockland, Limerick, USA
BD Pharmingen, Heidelberg

Immunhistochemie

Antikorper fur die Immunhistochemie

Firma

Ratte anti-Maus ER-HR3, Klon 2012

Ratte anti-Maus F4/80, Klon A3-1

BMA Biomedicals, Augst,
Schweiz
AbD Serotec, Oxford,

Grofbritannien

Ratte anti-Mensch CD3 (kreuzreaktiv mit Maus), Klon AbD Serotec, Oxford,

CD3-12

Grofbritannien
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Oligonukleotid-Primer fiir die quantitative PCR

(F, Forward Primer; R, Reverse Primer)

Gen Primer-Sequenz

Firma

Ackr2 :5'-CTTCTTTTACTCCCGCATCG-3'

: 5'-TATGGGAACCACAGCATGAA-3'
:5-GCTGTGTTTGCCTCTCTACCAG-3'
: 5'-CAAGTAGAGGCAGGATCAGGCT-3'
: 5'-CCTGCTGTTCACAGTTGCC-3'

: 5'-ATTGGGATCATCTTGCTGGT-3'

: 5'-CCACTTCTTCTCTGGGTTGG-3'

: 5'-GTGCCCACGTCAAGGAGTAT-3'

: 5'-GGCTGGTCACCTTTCAGAAG-3'

: 5'-ATGGATGGACAGCAGAGAGC-3'

: 5'-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3'

: 5'-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3'

: 5'-ATGGATGTATCCCCATCAGC-3'

: 5'-CTTCATTCACGAGCGTTGTC-3'

F
R
Ccr2 F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
Tnfr2 F: 5'-~AGATCTGGCACTCGTACCCA-3'
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F

Ccl2
Ccl5
Cxcl10
Tnf-a

Tnfr1

: 5'-GTCTTCGAACTGCAGCTGTG-3'
: 5'-GGCAAAAGGACGGTAACACG-3'
: 5'-TTCACCTCGAACTTGGCGAT-3'
: 5'-ACAGCAAGGCGAAAAAGGAT-3'
: 5'-TGAGCTCATTGAATGCTTGG-3'
: 5'-TGGCAGAAAGGGAACAGAAA-3'
: 5'-CTGGCTGATGGACAGGAGAT-3'
: 5-TGATGCACTTGCAGAAAACA-3"'
: 5'-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC-3'
: 5'-ATCGATTTCTCCCCTGTGAA-3""
: 5'-TGTCAAATTCATTCATGGCCT-3
: 5'-GATTCAGACTCCAGGGGACA-3'
: 5'-GGAGACACCAGCAAAACGAT-3'
:5-TTCTGTGCTGTCCCAGTGAG-3'
R: 5-TGAAGAAAACCCCTTGTGCT-3'

Ifn-o

Ifn-y

1B

-6

I-10

I-128

iNos1
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Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
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Msr-1

Mrc1

Arg1

Fizz-1

Tgfp

Nephrin

Kim-1

Ngal

Timp2

Collagen 1a1

Collagen 4a1

a-Sma

Fsp1

Ctgf

Fibronectin

Laminin

18S RNA

F:
: 5-TTTCCCAATTCAAAAGCTGA-3'
: 5-ATATATAAACAAGAATGGTGGGCAGT-3'
: 5-TCCATCCAAATGAATTTCTTATCC-3'
: 5-AGAGATTATCGGAGCGCCTT-3'

: 5-TTTTTCCAGCAGACCAGCTT-3'

: 5'-CCCTTCTCATCTGCATCTCC-3'

: 5-CTGGATTGGCAAGAAGTTCC-3'

: 5-TGATACGCCTGAGTGGCTGTCT-3'

: 5'-CACAAGAGCAGTGAGCGCTGAA-3'
: 5-CTGGGGGACAGTGGATTGAC-3'

: 5-GGTCTGTGTCTTCAGGAGCC-3'

: 5'-CTGGAATGGCACTGTGACATCC-3'

: 5'-GCAGATGCCAACATAGAAGCCC-3'
: 5-AATGTCACCTCCATCCTGGT-3'

: 5-ATTTCCCAGAGTGAACTGGC-3'

: 5-GCAACAGGCGTTTTGCAATG-3'
5-AGGTCCTTTGAACATCTTTATCTGC-3'
: 5-ACATGTTCAGCTTTGTGGACC-3'
: 5-TAGGCCATTGTGTATGCAGC-3'

: 5-GTCTGGCTTCTGCTGCTCTT-3'

: 5'-CACATTTTCCACAGCCAGAG-3'

: 5-~ACTGGGACGACATGGAAAAG-3"'
: 5-GTTCAGTGGTGCCTCTGTCA-3

: 5'-CAGCACTTCCTCTCTCTTGG-3'

: 5-TTTGTGGAAGGTGGACACAA-3'

: 5-~AGCTGACCTGGAGGAAAACA-3'
: 5'-CCGCAGAACTTAGCCCTGTA-3'

: 5-GGAGTGGCACTGTCAACCTC-3'
: 5-ACTGGATGGGGTGGGAAT-3'

: 5-CATGTGCTGCCTAAGGATGA-3'

: 5-TCAGCTTGTAGGAGATGCCA-3'

: 5-GCAATTATTCCCCATGAACG-3'

: 5'-~AGGGCCTCACTAAACCATCC-3'

R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R:
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R

5'-CCTCCGTTCAGGAGAAGTTG-3'

Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
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2.1.6 Gerate
Gruppe Gerat Firma
Autoklav
Autoklav 23 Melag Medizintechnik, Berlin

Blutzuckermessgerit
Accu-Chek Aviva
Blutzuckermessgerat

Durchflusszytometer
FACS Calibur

ELISA-Reader
GENios Plus

GFR-Messvorrichtung

NIC-Kidney Patches 3x3cm, 2-

Licht+Photodiode

Rechargable batteries for NIC-

Kidney devices

Transdermal GFR Monitor
Homogenisator

ULTRA-TURRAX®
Mikroskope/Histologie

Leica DC 300F

Olympus BX50
Cryostat CM3000
Cryostat RM2155
Magnet Cell Separation
Mikrotom HM340E
Mikrotom RM2125
PCR-Gerit
LightCycler 480 Real-Time PCR-
System
ABI prism 7700 sequence detector
Sonifier B-12
Ultra Turra T25 basic
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Roche Diabetes Care GmbH, Mannheim

Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

Tecan, Crailsheim

MediBeacon GmbH, Mannheim

MediBeacon GmbH, Mannheim

MediBeacon GmbH, Mannheim

IKA-Wertke, Staufen

Leica Microsystems, Cambridge,
GroRbritannien

Olympus Microscopy, Hamburg

Leica Microsystems, Bensheim

Leica Microsystems, Bensheim
Magnet Becton Dickinson, Heidelberg
Microm, Heidelberg

Leica Microsystems, Bensheim

Roche Diagnostics GmbH, Unterhaching

PE Biosystems, Weiterstadt

Branson Sonic power, Danbury, USA
IKA GmbH, Staufen
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Perfusionsgerit
Perfusionsgerat
pH-Meter
pH-Meter WTW
Spektrophotometer
Beckman DU 530

NanoDrop Sepectophotometer ND-

1000
Thermocycler
UNO-II-Cycler
Mastercyler® pro
Thermomixer comfort
Thermomixer compact
Thermomixer 5436
UV-Licht
UV-Licht
Vortex
Vortex Genie 2
Waagen
Waage BP 110 S
Waage Mettler PJ 3000
Waage-LS2000H
Wasserbad
Wasserbad HI 1210
Warmelampe
Infrared Rotlicht R95E 100 W
Warmeplatte
Warmeplatte-12511
Zentrifugen
Heraeus Biofuge primo
Heraeus Minifuge T

Heraeus Sepatech Biofuge A

Konstruktion AG Vielhauer, Miinchen

WTW, Weilheim

Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA

Biotechnologie GmbH, Bernried

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Bachofer Laborgerate, Reutlingen

Bender & Hobein, Zirich, Schweiz

Sartorius, Goéttingen

Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

G&G GmbH, Minchen

Leica Microsystems, Bensheim

Philips, Pila, Polen

MedaxGmbH, Neumdnster,

Kendro Laboratory Products, Hanau

VWR International, Darmstadt

Heraeus Sepatech, Miinchen

Dissertation von Mertsch, Manuela

44



2. Material und Methoden

2.1.7 Software

Programm

Firma

ABI PRISM Sequence Detection Software
1.0

CellQuest
Citavi

GraphPad Prism Version 8.0.2
Firefox 3.6

Imaged (Fiji)

InStat 3.05

LightCycler® 480 Software

MPD Lab Software

Microsoft Excel Office 2007
Microsoft Word Office 2007 und 2010
Microsoft PowerPoint Office 2010
NanoDrop 1000 V2.81

Photoshop

QWin

Windows XP Professional, 7 und 10

Applied Biosystems, Weiterstadt

Becton Dickinson, Heidelberg

Swiss Academic Software, Wadenswil,
Schweiz

GraphPad Software, San Diego, CA, USA
Mozilla, Mountain View, CA, USA

Wayne Rasband, London, GroRbritannien
GraphPad Software, San Diego, CA, USA
Roche Life Science, Mannheim
Mannheim Pharma & Diagnostics GmbH
Microsoft, Redmond, WA, USA

Microsoft, Redmond, WA, USA

Microsoft, Redmond, WA, USA
Biotechnologie, Bernried

Adobe, San José, USA

Leica Microsystems, Bensheim

Microsoft, Redmond, WA, USA
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2.2 Tierexperimentelle Methodik

2.2.1 Versuchstiere

Um eine Beeinflussung der diabetischen Nephropathie durch ACKR2 im Tiermodell zu
untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit Wildtyp-Mause und Ackr2-defiziente
Knockout-Mause (Ackr2-Mause) im genetischen C57BL/6J-Hintergrund mit induzierter
diabetischer Nierenschadigung miteinander verglichen. Beide Mauslinien wurden in der
eigenen Tierhaltung gezichtet, nachdem sie aus Wurfgeschwistern heterzygot verpaarter
Ackr2--Mause etabliert worden waren. Die Ackr2”-Mauslinie war in der Arbeitsgruppe von
Professor Gerard Graham, The Beatson Institute for Cancer Research, Glasgow generiert
und in einen C57BL/6J-Hintergrund rickgekreuzt worden (Jamieson et al. 2005). Ihre
offizielle Bezeichnung lautet Ackr2™'99. Zuchtpaare der Ackr2-defizienten Mause waren
der eigenen Arbeitsgruppe urspringlich durch Kooperation mit Professor Massimo Locati,
Abteilung fur Medizinische Biotechnologie und Translationale Medizin, Universita degli
Studi di Milano, Mailand zur Verfligung gestellt und Gber Embryotransfer in die eigene
Tierhaltung Ubernommen worden. C57BL/6J-Wildtyp-Mause wurden von Charles River,

Sulzfeld bezogen.

Tabelle 2.1. Mauslinien im Uberblick

Bezeichnung im Text  Vollstandiger Name  Zuchter

WT C57BL/6J Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA
Ackr2 Ackr2tm16ig Prof. Locati, Mailand

2.2.2 Tierhaltung

Die Tiere wurden unter spezifisch Pathogen-freien (SPF)-Bedingungen gezichtet und
gehalten. In einem Kafig befanden sich zwei bis funf Mause. Zu Wasser und Futter hatten
die Tiere uneingeschrankten Zugang. Das Streu, Futter, Wasser, Hauschen und Kafige
wurden durch Autoklavieren vor jedem Benutzen sterilisiert. Alle Tierexperimente wurden
entsprechend den deutschen Tierschutzbestimmungen durchgefuhrt und waren von der

Regierung von Oberbayern genehmigt worden.

2.2.3 Genotypisierung
Zur Sicherstellung des korrekten Genotyps der Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mause
wurde eine Genotypisierung mit genomischer DNA durchgeflihrt, die aus der

Schwanzspitze der Tiere gewonnen wurde. Hierfir wurden zu der Gewebeprobe 200 ul 1x
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PBND-Puffer mit 1 pl Proteinase K (20 mg/ml) hinzugefligt und fir 4 Stunden bei 56°C
inkubiert.

Tabelle 2.2. Mastermix zur Genotypisierung

Reagenz Volumen [ul]
10x PE Puffer 2,5

11,25 mM dNTPs 4

Forward Primer Wildtyp 1

Forward Primer Knockout 1

Reverse Primer 1

Tag DNA Polymerase 0,2

H20 13,3
Gesamt 23

Die Probe wurde anschlieend fir 2 min bei 14.000 G zentrifugiert. Danach wurden jeweils
1,5 ul von dem die genomische DNA enthaltenden Uberstand entnommen und zu 24 pl des
Mastermix (Tabelle 2.2) gegeben. Anschlieliend erfolgte mithilfe der spezifischen Ackr2-
Wildtyp- und Knockout-Primer die Amplifikation der Wildtyp- und Knockout-Allele mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im Thermocycler unter Verwendung des folgenden
PCR-Protokolls (Tabelle 2.3):

Tabelle 2.3. Thermocycler-Protokoll fiir die Genotypisierung

Protokoll Zieltemperatur [°C] Dauer [s]
1. Initiale Denaturierung 94 180

2. Denaturierung zu Einzelstrangen 94 20

3. Annealing (Hybridisierung der Primer) 64 30

4. Elongation 72 35

5. Denaturierung zu Einzelstrangen 94 20

6. Annealing (Hybridisierung der Primer) 58 30

7. Elongation 72 35

8. Abschlieliende Polymerisation 72 120

9. Abkuhlung 4 0

Dabei wurden die Schritte 2 bis 4 jeweils 12-mal wiederholt. Im Anschluss die Schritte 5 bis
7 jeweils 25-mal wiederholt, um eine exponentielle Vervielfaltigung der untersuchten

Genabschnitte zu erreichen.
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Tabelle 2.4. Primer-Ubersicht fiir die Genotypisierung

ACKR2 Sequenz

Primer "A" 5'-CAGAGCTGAGATGGTCCCAA-3
Primer "B" 5-“AGTAAGGCTCTCGGTGAACAG-3
Primer "C" 5“AGCCGTCACCTTAATATGCG-3

Die Auftrennung der amplifizierten DNA erfolgte anschlieRend mittels einer
Gelelektrophorese. Zur Herstellung des Elektrophorese-Gels wurden 1,5 g Agarose in 100
ml 1x TBE-Puffer geldst, erhitzt und anschlieBend mit 7 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
versetzt. Das Gel wurde in Geltrdger gegossen und mit einem Kamm versehen, um nach
Aushartung und Entfernung des Kamms die gewlnschten Vertiefungen (Taschen) im Gel
zu erhalten, in die spater die Proben pipettiert wurden. Die Tierproben, eine negativ
Kontrollprobe mit Aqua sowie ein DNA-Grdélenstandard wurden vor dem Einbringen in das
Gel mit 5 ul 6x-Glycerinladepuffer versetzt. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung
von 200 Volt und 400 mA durchgefihrt. Nach 30 min wurden die Gelplatten unter UV-Licht
fotografiert.

Die gegenlaufigen Primer ,A“ und Primer ,B“ bilden die genomische Sequenz des ACKR2
Gens ab und konnte somit als 260 bp-groRes PCR-Produkt in der Gelelektrophorese
abgelesen werden. Bei alleinigem Auftreten dieser 260 bp-gro3en Bande konnte somit eine
homozygote Wildtypmaus nachgewiesen werden. Hingegen bildeten die Primer ,A“ mit
Prima ,,C* ein Sequenzpaar, dass ein 550 bp groRes PCR-Produkt entstehen lasst und bei
alleinigem Auftreten den homozygoten Ackr2-Knockout nachweist. Dieser Tatsache liegt zu
Grunde, dass bei der Rekombination die komplette Deletion der Ackr2-kodierten Sequenz
im Austausch mit einer Neomycin-Sequenz erfolgte.

Die folgenden Experimente wurden an mannlichen homozygoten Wildtyp- und

homozygoten Ackr2-Knockout-Mausen durchgefuhrt.

2.2.4 Tierexperimentelles Modell der diabetischen Nephropathie

Zur Uberprifung der Arbeitshypothesen dieser Promotionsarbeit wurde in zwei
Versuchstiergruppen, Wildtyp- und Ackr2-Knockout-Mause, das Modell eines Diabetes mit
nachfolgender diabetischer Nierenschadigung induziert (Abbildung 2.1). Die Versuchstiere
wurden im Alter von acht Wochen zunachst einer unilateralen Nephrektomie unterzogen.
Nach zwei Wochen Regeneration wurde den Versuchstieren zur Induktion einer
diabetischen Stoffwechsellage ab Tag 0 Streptozotocin finf Tage in Folge intraperitoneal
verabreicht. Die Versuchstiere wurden anschlieBend fir 25 Wochen beobachtet. Es
wurden wochentlich Blut- und Urinproben abgenommen. In Woche 23 wurde eine

Bestimmung der Nierenfunktion  mittels GFR-Messung  durchgefuhrt.  Am
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Versuchsabschluss in Woche 25 erfolgten die Gewinnung von Vollblut und die
Organentnahme von Nieren, Knochenmark und Milz fir weitere Analysen. Um den Erfolg
der Diabetesinduktion und der daraus folgenden schadigenden Wirkung analysieren zu
kénnen, wurden zusatzlich die gleichen Untersuchungen mit Organen von gleichaltrigen

gesunden Kontrolltieren (WT und Ackr2”) durchgeflhrt.

Geburt Nephrektomie STZ-Injektion 5 Tage
GFR-Messung Abschluss

| I N I D N B B BN N B R N B N NN RN B RN B RN N R B N B R N BN B RN N B B .
109 8 -7 6 -5-4-3-2-101 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Woche

BZ- Kontrolle, Urinabnahmen, Gewichtskontrolle

Abbildung 2.1. Zeitlicher Ablauf des Tiermodells

2.3 Unilaterale Nephrektomie

Die linksseitige unilaterale Nephrektomie erfolgte vor Induktion des diabetischen
Tiermodells zur spateren Verstarkung der diabetischen Nierenschadigung aufgrund der
kompensatorischen Hyperfiltration in der verbliebenen Niere. Die Nephrektomie wurde an 8
Wochen alten Wildtyp- und Ackr2”-Versuchstieren durchgefiihrt. Fir die intraperitoneale
Narkose wurde eine Mischung aus Medetomedin, Midazolam und Fentanyl (Tabelle 2.5)
direkt vor der Operation auf 37°C erwarmt. Die Menge des Narkosemittels wurde
gewichtsadaptiert mit 2,5 mil/kg Korpergewicht (KG) injiziert. Das Gewicht wurde

unmittelbar vor der Operation bestimmt und diente im Verlauf als Kontrollparameter.

Tabelle 2.5. Ansatz fiir Narkosemischung, Antagonisten und postoperative Schmerztherapie

Mischung Substanz Konzentration  Dosierung [mg/kg Volumen
[mg/ml] KG] [mi]
Fentanyl 0,05 0,05 1
Narkose Midazolam 5 5 1
Medetomidin 1 0,5 0,5
Naloxon 0,4 1,2 3
Antagonist Flumazenil 0,1 0,5 5
Atipamezol 5 2,5 0,5
Schmerztherapie Buprenorphin 0,006 0,05 8,34

Dissertation von Mertsch, Manuela 49



2. Material und Methoden

Die Operation fand auf einer auf 40°C eingestellter Warmeplatte unter einer zuvor mit 70%
Alkohol gereinigten und anschlieBend mit sterilen Arbeitstichern ausgelegten
Arbeitsflache, unter dem Abzug, statt. Um die Augen der Versuchstiere vor einer
Hornhautschadigung zu schitzen, wurde eine Bepanthen-Augensalbe verwendet und der
Kopf zusatzlich auf einer sterilen Kompresse gelagert. Die Flfle wurden vorsichtig mit
Klebestreifen auf der Warmeplatte fixiert. Zum Rasieren des Operationsareals wurde eine
Wilson-Rasierklinge verwendet. Das desinfizierte Operationsareal von 4 cm? befand sich 1-
2 cm dorsolateral der Wirbelsaule und etwa 0,5-1 cm kaudal des unteren Rippenbogens.
Es wurde ausschliel3lich autoklaviertes Operationsbesteck verwendet. Mit einer Schere
wurde die Haut etwa 1,5-2 cm langlich eréffnet, anschlieRend wurde das darunterliegende
Gewebe, bestehend aus Muskeln und Faszien, mit einem kleinen Initialschnitt durchtrennt
und mit einer stumpfen Pinzette aufgeweitet. Die Niere, welche dorsokaudal der dunkel
gefarbten Milz zu finden ist, wurde mit einer stumpfen, breiten Pinzette mobilisiert. Die
fixierenden Bindegewebsbander an den Nierenpolen, sowie das den Hilus umgebende
Bindegewebe wurden mit einer weiteren feinen Pinzette vorsichtig entfernt. Der frei
liegende Hilus wurde von einer aus resorbierbarem Nahtfaden 5-0 (Vyncril) vorbereiteten
Schlaufe mdglichst proximal umschlossen und ligiert. Die Niere wurde anschlieRend distal
der Knotung abgetrennt. Die Faden der zugezogenen Schlaufe am verschlossenen
Gefalkstumpf wurden geklrzt. Das Muskel- und Fasziengewebe wurde mit einem
resorbierbaren Nahtfaden 5-0 (Vyncril) und die dartber liegende Haut mit einem nicht-
resorbierbaren Nahtfaden 5-0 (Ethibond) mittels einer Einzelknipfnaht verschlossen. Die
Maus erhielt im Anschluss eine gewichtsadaptierte (8,5 mi/kg KG) subkutane Injektion
einer Narkose-Antagonistenmischung (Tabelle 2.5) in die Nackenfalte, bestehend aus
Atipamezol, Flumazenil und Naloxon. Zur Schmerztherapie wurde gewichtsadaptiert (8,34
ml/kg KG) eine 0,006 mg/ml Buprenorphin-Losung subkutan in die Leistenregion appliziert
(Tabelle 2.5). Die operierte Maus wurde in einen neuen Kafig mit aufgeweichtem, am
Boden liegendem Futter gesetzt und noch einige Zeit mit Rotlicht gewarmt. Zwei Tage in
Folge wurde 12-stiindlich wie eben beschrieben gewichtsadaptiert Buprenorphin injiziert
und einmal taglich das Gewicht gemessen. Auf den Allgemeinzustand der Tiere wurde
dabei genau geachtet. Belastungskriterien waren unter anderem das Kdérpergewicht der
Mause, das 10% des Anfangsgewichts nicht unterschreiten durfte, und das Fell, das nicht
strapaziert und glanzlos wirken durfte. Die Einzelknipfnaht an der Operationsnarbe konnte
nach Verheilen der Wunden 7-14 Tage spater gezogen werden. Bei postoperativem
Uberschreiten der definierten Belastungsgrenze, die durch tagliches Scoring kontrolliert

wurde, erfolgte eine Euthanasie der Tiere.
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2.3.1 Streptozotocin-Injektion

Zur Induktion des Diabetes in den Versuchsmausen wurden diesen 5 Tage in Folge
gewichtsadaptiert entsprechend eines modifizierten, urspringlich von Tesch und
Mitarbeitern publizierten Protokolls (50 mg/kg KG) (Tesch und Allen 2007), hier als "Low-
Dose Mouse Model", 40 mg/kg KG STZ intraperitoneal injiziert (Tabelle 2.6). STZ ist ein
Analog zu N-Acetylglucosamin (GIcNAc). Dieses wird durch den GLUT-2 Rezeptor in die
insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas aufgenommen und wirkt dort zelltoxisch
(Tesch und Allen 2007). Die Dosis (40 mg/kg KG) des STZ war dabei so gewahlt, dass nur
ein Teil der B-Zellen in Pankreas zerstort wurde und somit eine Restfunktion der

Insulinproduktion erhalten blieb.

Tabelle 2.6. Streptozotocin-Dosierung und Auflosung

Reagenz Konzentration [mg/ml]  Dosis [mg/kg KG] Injektionsmenge [ul/g KG]
Streptozotocin 5 50 10
40 8

Der erste Tag der Injektion, 14 Tage nach der unilateralen Nephrektomie, wurde dabei als
Tag 0 der Versuchsreihe definiert, an dem Urinproben gewonnen und das Anfangsgewicht
bestimmt wurde. Sechs Stunden vor der Injektion wurden die Mause in einen Kafig ohne
Futter umgesetzt, zu Wasser hatten die Mause weiterhin uneingeschrankten Zugang. Der
Citratpuffer, zum Lésen des in lichtdichten 1,5 ml Rohrchen abgefilliten und bei -20°C
aufbewahrten STZ-Pulvers, wurde taglich neu angesetzt (Tabelle 2.7). Hierfir wurden 2
Einheiten 0,1 M Natriumcitrats und 3 Einheiten 0,1 M Zitronensaure gemischt und auf

einen pH von 4,3 mit Hilfe einer 1 N Natronlauge eingestellt (Tesch und Allen 2007).

Tabelle 2.7. Herstellung des Citratpuffers mit dem Ziel-pH 4,3

Reagenz Bendtige Masse [g] in 50 ml ddH>O  Anteil
0,1 M Natriumcitrat 1,47 2
0,1 M Zitronensaure 1,05 3

Der Citratpuffer wurde im Anschluss durch einen Filter sterilisiert. An jedem STZ-
Injektionstag wurde das Kopergewicht der Mause neu bestimmt. Unmittelbar vor der
Injektion wurde das auf Eis gestellte, in kleinen Portionen abgefullte STZ-Pulver auf die
Konzentration 200 pl/mg mit ebenfalls auf Eis gelagertem Citratpuffer eingestellt - es ergab
sich somit eine Konzentration von 5 mg/ml (Tabelle 2.6). Aufgrund der kurzen
Halbwertszeit des STZ wurde den Mausen sofort im Anschluss 8 ul/g KG der STZ-Lésung

intraperitoneal injiziert. Der Lésungsvorgang der Aliquote wurde dabei mehrmals frisch vor
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der Injektion durchgefiihrt. Die Reihenfolge der Mause wurde dabei taglich variiert. Die
Mause erhielten im Anschluss wieder Futter und wurden bis zum folgenden Tag in ihren
gewohnten Kafig gesetzt. Dieser Vorgang wurde insgesamt an 5 Tage in Folge wiederholt.

Am dritten Tag nach der letzten Injektion fand eine erste Blutzuckerkontrolle statt.

2.3.2 Blutzuckerkontrolle

Far die wochentlichen Blutzuckerkontrollen wurde den Mausen aus einer lateralen
Schwanzvene ein Tropfen Blut entnommen und mit einem Blutzuckermessgerat
gemessen. Dafur wurden die Mause in eine selbstgebaute Injektionsvorrichtung gesetzt
und der Schwanz etwas nach lateral gewendet und fixiert. Mit einer feinen sterilen Kanile
wurde die Schwanzvene entlang ihres natlrlichen Verlaufens von distal nach proximal
vorschiebend, flach unter der Epidermis punktiert und wieder zuriickgezogen. Es bildete
sich ein einzelner Blutstropfen, der fir die Blutzuckermessung ausreichend war. Gemessen
wurde mit einem Accu-Chek Aviva Blutzuckermessgerat (Messbereich 0 bis 600 mg/dl).
Werte die grélier als 600 mg/dl waren und als ,HI* erschienen, wurden flr Berechnungen
mit 600 mg/dl festgesetzt. Es wurden nur erfolgreich initiierte Mause flir die Berechnungen
und Auflistungen berticksichtigt. Fir die erste Einschatzung galt eine erfolgreiche Induktion
des Diabetes mit hoher Wahrscheinlichkeit, wenn die Versuchstiere einen Blutzuckerwert
von grofder 280 mg/dl am 3. Tag nach der letzten STZ-Injektion hatten (Tesch und Allen
2007). Eine endglltige Beurteilung erfolgte am Ende der Versuchsreihe: hier sollte der
HbA1.-Wert grofRer als 5 % betragen. Die Blutzuckerwerte wurden im Verlauf wéchentlich
bestimmt. Dabei wurde je Zeitpunkt von allen erfolgreich Diabetes-induzierten Mausen,
gruppiert nach Genotypen, der jeweilige Mittelwert gebildet und im Gesamtverlauf

zwischen Wildtyp- und Ackr2”-Mausen verglichen.

2.3.3 Bestimmung der glomeruldren Filtrationsrate

Zur Messung der GFR wurde die renale Ausscheidung von FITC-konjugiertem Sinistrin,
das zu 97% aus Fructose und zu 3% aus Glukose besteht, verwendet. Bei
Raumtemperatur ist FITC-Sinistrin sehr gut wasserldslich und wird somit tUber die Niere
aus dem Korper eliminiert (Pill et al. 2005). FITC-Sinistrin unterliegt, ahnlich wie das
bekannte, auch fir die GFR-Messung beim Menschen eingesetzte Inulin, kaum den in den
Nieren stattfindenden Sekretions- und Resorptionsprozessen und eignet sich daher fir die
Bestimmung der GFR. Die Bestimmung der GFR erfolgte transkutan mit Hilfe von
Messdioden, bestehend aus zwei Lichtwellen emittierenden Blaulichtdioden mit einer fir
die Anregung von FITC geeigneten Wellenldnge von 470 nm und einer detektierenden
Photodiode, deren Sensitivitatsmaximum im Bereich der FITC-Emission von 525 nm liegt
(Schreiber et al. 2012).
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Zunachst wurde das aktuelle Gewicht der Versuchstiere ermittelt und es wurden fur
spatere Analysen Urinproben gewonnen. Fur eine kurzzeitig erforderliche Anasthesie
wahrend des Anbringens der Messapparatur wurde ein Inhalationsverfahren mit Isofluran
2,5 %Vol in medizinischem Sauerstoff durchgefihrt. An der anasthesierten Maus wurde mit
einer zuvor in 70% Alkohol getauchten Rasierklinge eine etwa 9 cm? grof3e, quadratische
Flache des Fells im Nacken- bis Schulterblatterbereich rasiert. Die Sensoren der
Messdioden mit den konnektierten Lithium-Batterien wurden auf diese Flache mit einer
zugehdrigen doppelseitigen Fensterklebeflache befestigt und mit einem Leukosilkpflaster
zusatzlich um den Thorax fixiert. Eine Baseline-Messung von einigen Minuten wurde
abgewartet. Zur intravendsen Bolusgabe wurde das bei -20°C lichtgeschitzt aufbewahrte,
in 0,9% NaCl geloste FITC-Sinistrin Uber die Schwanzvene anndhernd gewichtsadaptiert
(56-150 mg/kg KG) injiziert. Das injizierte FITC-Sinistrin wird im Anschluss Uber die Niere
durch Filtration ausgeschieden. Dieses Vorgehen ermdglicht es, die von der GFR
abhangige Halbwertszeit des FITC-Sinistrins in der Blutbahn zu bestimmen, die
unabhangig von der Anfangskonzentration im Blut ist (Schock-Kusch et al. 2009, Schreiber
et al. 2012, Pill et al. 2006, Mulay et al. 2016).

Die wachen, aktiven Mause wurden fir die Messdauer von 75-120 min separiert in
Einzelkafigen untergebracht (Schock-Kusch et al. 2009, Schreiber et al. 2012). Wahrend
der Messdauer erfolgte die kontinuierliche Aufzeichnung der transkutan gemessenen FITC-
Sinistrin-Emission. Am Ende des Messzeitraums wurden die Mause fur die Abnahme der
Messdioden erneut kurzzeitig inhalativ narkotisiert und anschlieBend in ihren
urspringlichen Kafig zurickgesetzt. Das Auslesen der Daten erfolgte durch die
Verknipfung der Messdiode Uber einen Mikro-USB-Anschluss mit einem Rechner unter
Verwendung der dazugehoérigen MPD-Lab-App-Software. Die Baseline, sowie Start-, und
Endpunkt der Halbwertszeitbestimmung wurden festgelegt (Abbildung 2.2). Die sich daraus

ergebende Halbwertszeit T, ;, wurde erfasst.
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Abbildung 2.2. Beispielhafte Darstellung einer GFR-Messung mit FITC-Sinistrin und deren Markierung von
Baseline, Start- und Endpunkt der T; ;,-Bestimmung (x-Achse: Zeit [h:min:sek]; y-Achse: Signalstérke der

FITC-Emmission)

Zur Bestimmung der absoluten GFR der Einzeltiere wurde aus der auf 100 g KG

standardisierten publizierten Formel (Formel 2.1) (Schreiber et al.

2012) unter

Bericksichtigung des Kdérpergewichtes m die Formel fir die absolute GFR der einzelnen

Versuchstiere (siehe Formel 2.2) abgeleitet. Die Berechnung und Analyse fand mit

Microsoft Excel statt.

Formel 2.1. Formel zur Bestimmung der auf 100 g pro Kilogramm Korpergewicht bezogenen GFR

(Schreiber et al. 2012, S. 3)

1
14616,8 [100“%]

™ Ty (FITC — Sinistrin) [min]
2

ul
min-100g KG

R {

Formel 2.2. Formel zur Bestimmung der absoluten GFR der einzelnen Versuchstiere

ul
14616,8 [s5n—~|

1 m[g KG
GFR [ H. 1 100g KG [g KG]

min’ Ty (FITC — Sinistrin) [min] 100
2

2.3.4 Versuchsabschluss

Die Versuchsreinen wurden 25 Wochen nach STZ-Gabe beendet. Den Mausen wurde

erneut Spontanurin abgenommen sowie das Abschlusskérpergewicht bestimmt. Zur
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Organentnahme am Versuchsende wurden die Tiere mittels Injektionsnarkose (Tabelle 2.5)
tief anasthesiert und durch die im Rahmen der nachfolgenden Organperfusion
durchgefiihrte Thorakotomie euthanasiert.

Unter bestehender Narkose erfolgte zunachst eine retroorbitale Blutentnahme mit Hilfe
eines Glasrohrchens. Das Blut wurde in 1,5 ml Reaktionsgefalien gesammelt, die 5 ul 5 M
EDTA pro 100 ul Vollblut enthielten. 100 ul des auf Eis gestellten Vollbluts wurden, wie in
noch folgenden Abschnitt 2.4.6 beschrieben, flr eine Durchflusszytometrie aufbereitet.
Weitere 100 pl Vollblut wurden fir die Analyse des HbA1: im Zentrallabor des
Universitatsklinikums der LMU portioniert. Der Rest des Vollbluts wurde fir 6 min bei
15.000 G zentrifugiert und der Plasmalberstand wurde abgenommen. 150 pl des
Plasmauberstandes wurden ebenfalls an das Zentrallabor des Universitatsklinikums der
LMU verschickt (Abschnitt 2.4.1). Das ubrig gebliebene Plasma wurde fur spatere
Analysen z.B. der Bestimmung von CCL2 (Abschnitt 2.4.5) bei -20°C eingefroren.

Mit einem Langsschnitt wurden Abdomen und Thorax der narkotisierten Versuchstiere
erodffnet, das Zwerchfell wurde von den Rippen geldst und die V. cava inferior durchtrennt.
Die rechte Herzkammer wurde mit einer 19G Kanile punktiert, an der eine
Perfusionsvorrichtung montiert war. Diese bestand aus einem 50 ml Spritzenbehalter
gefullt mit DPBS, einem Filter, einem Verbindungsschlauch zu einer 50 ml Spritze und
einer Druckmessungsanzeige gekoppelt mit einem Luftventil, das geoffnet und
geschlossen werden konnte. Das BlutgefalRsystem der Maus wurde mit auf 37°C
vorgewarmtem DPBS und einem Druck von 140 mmHg perfundiert. Die blutleeren Organe,
darunter Milz und Nieren, sowie der Femur zur Gewinnung von Knochenmark wurden
entnommen. Das Gewicht von Niere und Milz wurde bestimmt.

Fir die Durchflusszytometrie wurden Blut, Knochenmark, Milz und Nieren unmittelbar
aufbereitet (wie nachfolgend in Abschnitt 2.4.6.2 beschrieben).

Teilstucke der Niere wurden fur die histologische Untersuchung gewonnen und fur die
folgenden 24 Stunden in Formaldehyd fixiert. Die weitere Behandlung der Gewebe und
deren PAS-, F4/80-, ERHR3 -und CD3+-Farbung erfolgten in der Histologie-Core Facility
der Abteilung (Abschnitt 2.4.8).

Ein weiterer Anteil des Nierengewebes wurde flr die mMRNA-Expressionsanalyse in 200 pl
RNA-Later bei -20°C eingelagert (Abschnitt 2.4.7.1).

Von den Nieren wurde zudem ein Teilstick fur die Proteinanalyse des Gewebes in

flussigem Stickstoff schockgefroren und dann bei - 80°C gelagert (Abschnitt 2.4.2).
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2.4 Methoden zur Phdnotypanalyse

2.4.1 Klinische Chemie

Wie im Abschnitt 2.3.4 erklart, wurde bei Versuchsabschluss unter anderem Vollblut
gewonnen. Davon wurden 100 pl fur weitere Analysen in das Zentrallabor des
Universitatsklinikums der LMU Ubersendet. Zudem wurden 150 pl des gewonnenen
Plasmas ebenfalls in das Zentrallabor verschickt. Aus diesen Proben wurden Werte fur
Kreatinin, Harnstoff, Glukose, Protein, Albumin, Cholesterin, Triglyzeride und HbA1: mit

Hilfe eines Roche-Autoanalyzers bestimmt.

2.4.2 Proteinisolation

Aus dem fir die Proteinisolation bei -80°C gelagerten Nierengewebe wurde ein Teilstlick
mit 400 ul RIPA-Puffer, 4 pl Phosphatase (1:100 zu RIPA Puffer) und 16 pl Proteinase
(1:25 zu RIPA Puffer) in einem Reaktionsgefal® in mehreren Durchgangen (3-4x) mit dem
Ultraturex-Homogenisator homogenisiert. AnschlieRend wurde die Suspension zweimal mit
Ultraschall beschallt, unterbrochen durch eine Pause von 8 Sekunden auf Eis. Die Proben
wurden nun flir zwei Stunden auf einem Rotator befestigt, der eine gleichmaRige
Durchmischung gewahrleistete. Nach Zentrifugieren (5 min, 15.000 G) wurde der bendtigte

Uberstand abpipettiert und sofort weiterverarbeitet oder erneut bei -80°C zwischengelagert.

2.4.3 Kreatinin-Assay

Die Kreatininkonzentration des Urins diente fur weitere Analysen als Referenzwert, um
verschieden konzentrierte Spontanurinproben vergleichen zu kénnen.

Fir die Bestimmung des Kreatinins wurde der Creatinin FS* Dia Sys Kit verwendet, der auf
der bekannten Jaffé- Methode basiert. Es handelt sich dabei um einen kinetischen Test
ohne Enteiweillung. Kreatinin bildet dabei in alkalischer Lésung mit Pikrinsdure, die
hinzugegeben wird (Reagenz 2), einen orangeroten Farbkomplex (Kreatinin-Pikrat-
Komplex), dessen Extinktionsdifferenz zu bestimmten aufeinanderfolgenden Zeitpunkten

proportional zur Kreatininkonzentration ist.

Tabelle 2.8. Reagenzien fiir die Bestimmung der Kreatininkonzentration

Reagenzien des Creatinin FS* DiaSys-Kits

Reagenz 1 Natriumhydroxid 0,2 mol/l
Reagenz 2 Pikrinsaure 20 mmol/l
Standard 2 mg/dl (177 pumol/l)
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Fir die Kreatininbestimmung wurde zunachst eine Standard-Verdlinnungsreihe aus
standardisierten Proben des Kreatinin-Kits hergestellt (Tabelle 2.9). Die Urinproben wurden
mit ddH20 1:5 verdunnt.

Tabelle 2.9. Verdiinnung der Standardreihe beim Kreatinin Assay

Standardverdinnung Kreatinin Assay

Konzentration Lésung 1 (2 mg/dl) Loésung 2 (10 mg/dl) ddH20
mg/dI Ml i Ml

1 15 0 15

2 30 0 0

4 12 18

8 24 6

Es wurden je Well 10 pl der Proben sowie der Standardreihe im Zweifachansatz auf eine
96-Well-Platte aufgetragen, dabei wurde vor jedem Pipettiervorgang fur einige Sekunden
mit einem Vortex-Gerat gut durchmischt, um eine gleichmaRige Konzentrationsverteilung
des Kreatinins in der Probe zu gewahrleisten. Nun wurden 200 pl des Reagenzgemisches
aus dem Kreatinin-Kit (Reagenz 1: Reagenz 2 = 4:1) in die Wells gegeben und die erste
Messung des eintretenden Farbumschlags (Kreatinin-Pikrat-Komplex ) zum Zeitpunkt ta = 1
min im ELISA-Reader mit einer Wellenlange von 492 nm gestartet. Nach weiteren zwei
Minuten (Zeitpunkt te = 3 min) erfolgte die zweite Messung. Die Intensitat des
photometrisch gemessenen Farbumschlags wurde aus der Differenz der beiden
Messungen ermittelt und ist proportional zur Kreatininkonzentration in der Urinprobe. Im
Vergleich zur linearen Standardkurve (Abbildung 2.3) konnte anhand dieser Werte die
Kreatininkonzentrationen der einzelnen Proben ermittelt werden. Die photometrische
Messung wurde fir jede Probe und Standard in zwei Ansatzen durchgefihrt und die

jeweiligen Mittelwerte fur die Bestimmung der Kreatininkonzentration verwendet.
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Starndardkurve Kreatininbestimmung
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Abbildung 2.3. Lineare Standardkurve zur Bestimmung der Kreatininkonzentrationen der einzelnen Proben

2.4.4 Bradford-Assay

Die Quantifizierung des Gesamtproteingehalts in der Nierengewebeprobe erfolgte mittels
Bradford-Methode. Dafiir wurde das Nierengewebe einer Proteinisolation (wie in Abschnitt
2.4.2 beschrieben) unterzogen. Die Gesamtproteinkonzentration der Nierenprobe ist
ausschlaggebend fir weitere Untersuchungen, um Vergleiche der Proben miteinander zu
gewabhrleisten.

Der Bradford-Test ist dabei eine Farbemethode, die mit Hilfe des Farbstoffes Coomassie-
Brillant-Blau ein Nachweis von Proteinen ermdglicht. Im einem sauren Milieu bilden
Proteine mit dem Farbstoff einen stabilen Sulfonat-Komplex durch Bindung an
unspezifische Kationen und unpolare Aminosaurereste, was eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes von dem ersten Amax = 470 nm
(proteinungebunden) zu dem neuen Bmax = 595 nm (proteingebunden) zur Folge hat und so
photometrisch gemessen werden kann.

Daflr wurde das Bradford Reagenz Liquid von BioRad 1:5 mit ddH.O verdinnt und
zunachst gekihlt und lichtgeschitzt zwischengelagert. Als Standard wurde eine
Verdunnungsreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA, 1 pg/ml) und ddH.O angefertigt, wie

in nachfolgender Tabelle 2.10 dargestellt ist.
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Tabelle 2.10. Verdiinnung der Standardreihe fiir die Proteinbestimmung

Standardverdinnung Proteinisolation

Konzentration BSA (1ug/ml) ddH20
pug/mi 1] 1]

0 0 20

0,1 2 18

0,2 4 16

0,4 8 12

0,6 12 8

0,8 16 4

1 20 0

Von den Standardverdinnungen sowie von der Probe (Verdinnung 1:20 mit ddH20)
wurden jeweils 10 pl im Zweifachansatz in Wells einer 96-Well-Platte pipettiert. Nun
wurden 200 ul/Well vom Bradford Reagenz zugegeben und fur finf Minuten inkubiert. Im
Anschluss wurde die Absorption des gebildeten Sulfonat-Komplexes mit einem ELISA-
Reader bei einer Wellenldange von 590 nm gemessen. Nach Bestimmung der Mittelwerte
aus dem Doppelansatz je Probe und Abzug des Leerwerts (210 pl ddH20) konnten anhand
der ermittelten linearen Standardkurve die Proteinkonzentrationen der Gewebeproben

berechnet werden.

2.45 Enzym-linked Immunosorbent Assay

Der Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein immunologisches Verfahren, um
bestimmte Molekule in Flussigkeiten nachzuweisen. Bei dieser Arbeit spielt vor allem der
Sandwich-ELISA eine Rolle. Hierfur werden Antikérper 1 (AK1) fest an eine Oberflache
gebunden, nicht gebundene AK1 werden weggewaschen. Die Flissigkeit mit den zu
bestimmenden Antigenen (Molekdl) wird im Anschluss hinzugegeben, welche an die
spezifischen AK1 binden. Nicht oder unspezifisch gebundene Antigene werden ebenfalls
herausgewaschen. Zu diesem AK1-Antigen Komplex wird nun ein sekundarer spezifischer
Detektions-Antikérper 2 (AK2) hinzugegeben, der die Antigene wie ein Sandwich
umschlieRt (Sandwich-Prinzip). Uberschiissige und nicht gebundene AK2 werden ebenfalls
herausgewaschen. Der AK2 ist fahig, mit einem hinzugefugten Farbstoff durch Spaltung
einen Farbumschlag zu generieren, sodass diese Enzymaktivitdt photometrisch bestimmt
werden kann. Sie ist proportional zu der gebundenen Menge an Zielmolekllen (Antigene),

sodass dartber ihre Konzentration tUber eine Standardkurve bestimmt werden kann.
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2.4.5.1 Albumin-ELISA

Die Albuminkonzentration im Urin wurde durch einen kommerziell bezogenen Albumin-
ELISA bestimmt. Am Vortag wurden die ELISA-Platten mit 100 ul/Well der Coating-Lésung
(20 ml Carbonat-Puffer + 20 pyl des monoklonalen affinitdtsgereinigten anti-Maus Albumin-
Antikérpers) versehen und 24 h bei 4 °C inkubiert. Am Folgetag wurde aus einer
standardisierten Probe von 1 mg/ml eine Standardverdunnungsreihe - wie in Tabelle 2.11
dargestellt - hergestellt. Auch die Urinproben wurden einer Verdinnung unterzogen. Vor
jedem Pipettiervorgang wurden die Urinprogen fur einige Sekunden mit einem Vortex-

Gerat gut durchmischt, damit eine gleichmalige Verteilung des Albumins stattfand.

Tabelle 2.11. Verdiinnung der Standardreihe fiir einen Albumin ELSIA

Standardverdinnung Albumin ELISA

Konzentration Albumin Standard Reihe PBS/Tween/BSA
pug/mi 1] von pg/mi ul

10 12 1000 1188

1 120 10 1080

0,5 300 1 300

0,1 120 1 1080

0,05 300 0,1 300

0,01 80 0,1 720

0,001 80 0,01 720

0 0 0 1000

Tabelle 2.12. Verdiinnung der Proben fiir Albumin ELISA

Probenverdinnung Albumin ELISA

Verdunnung Probe PBS/Tween/BSA
1:X ul von ul

50 12 Urinprobe 588

100 200  1:50 Probe 200

1000 40 1:100 Probe 360

10000 40 1:1000 Probe 360

Die 96-Well-Platten wurden dreimal einem Waschvorgang unterzogen. Dieser bestand aus
der Entfernung der Coating-Losung und mehrmaligem Ein- und Abpipettieren von 150
pl/well der Waschlésung (PBS/Tween). 100 ul der Proben wurden nun im Dreifachansatz in
die Wells pipettiert und fir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Wasch-

vorgangen mit je 150 pl der Waschlésung wurden 100 ul der Detektionsantikérper-Lésung
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(25 ml PBS/Tween/BSA + 2,5 ul affinitatsgereinigter monoklonaler Horsereddish
Peroxidase (HRP)-konjugierter Ziege-anti-Maus-Albumin-Antikérper) in die Wells gegeben
und flr weitere 2 h bei Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert. Es folgten drei
Waschvorgange wie oben beschrieben. Anschlielfend wurden 100 pl des TMB-
Farbsubstrats (Substrat A und Substrat B) in die Wells pipettiert und 5 min bis zur
sichtbaren Farbentwicklung der Standardproben inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit 2 N
Schwefelsdure gestoppt und die Absorption mit dem ELISA-Gerat bei einer Wellenlange
von 450 nm bestimmt. Die Berechnung der Urinalbuminkonzentration erfolgte aus dem
Absorptionsmittelwert des Dreifachansatzes abzuglich des Leerwerts (100 pl ddH20) im
Vergleich zur ermittelten sigmoidale Standardkurve, die aus den Absorptionen der
Standardverdinnungen und den logarithmierten Standardkonzentrationen ermittelt wurde
(Beispiel in Abbildung 2.4).

Abbildung 2.4. Sigmoidale Standardkurve bei Albuminbestimmung

Standardkuve Albuminbestimmung
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Abbildung 2.4. Sigmoidale Standardkurve bei Albuminbestimmung

Diese Albuminkonzentrationen (ug/ml) wurde in das Verhaltnis zu der entsprechenden in
Abschnitt 2.4.3 ermittelten Kreatininkonzentration der gleichen Probe (mg/ml) gesetzt und
als Albumin/Kreatinin-Ratio (ug/mg) dargestellt. Es erlaubt den Vergleich einzelner Proben

bei unterschiedlich konzentriertem Urin.

2.4.5.2 CCL2-ELISA
Die CCL2-Proteinkonzentration wurde im Urin, im Plasma und im Nierengewebe bestimmt.
Hierfir wurde der kommerziell verfugbare BD OptEIA™ Mouse MCP-1-ELISA-Kit
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verwendet. Am Vortag wurden die ELISA-Platten mit 100 ul/Well der Coating-Lésung (10
ml 0,2 M Natriumphosphatpuffer+ 40 yl Capture-Antikérper(Anti-Maus MCP-1)) versehen
und 24 h bei 4 °C inkubiert. Am Folgetag wurden die Platten dreimal einem Waschvorgang
unterzogen. Dieser bestand aus der Entfernung der Coating-Lésung und mehrmaligem
Ein- und Abpipettieren von 200 pl/well der Waschlésung (PBS/0,05%Tween-20). Im
Anschluss wurde mit 200 pl/Well Assay Diluent (PBS/10%FBS) geblockt und bei
Raumtemperatur fir 1 h inkubiert. Aus einem rekombinanten Maus MCP-1-Standard in
einer Konzentration von 54 ng/ml wurde eine Standardverdinnungsreihe (Tabelle 2.13)
hergestellt. Die Urin- und Proteinproben aus dem Nierengewebe wurden vor der Messung
1:2 bzw. 1:20 verdinnt. Vor jedem Pipettiervorgang wurde fiir einige Sekunden die Probe
mit einem Vortex-Gerat gut durchmischt, damit eine gleichmaRige Verteilung des Proteins
stattfand.

Tabelle 2.13. Verdiinnung der Standardreihe und Proben fiir einen CCL2 ELISA

Standardverdinnung CCL2 ELISA

Konzentration Albumin Standard Reihe Assay Diluent
(pg/ml) ] von pg/ml ¥
1000 11,1 *Standardprobe 588,9
500 300 1000 300
250 300 500 300
125 300 250 300
62,5 300 125 300
31,3 300 62,5 300
15,6 300 31,3 300
7,8 300 15,6 300
0 - - 300
*Standardprobe 54 ng/ml

Nach dem Blockieren erfolgte ein erneuter Waschvorgang mit zwei Durchgangen.
AnschlieRend wurden je 100 ul der Proben im Doppelansatz in die Wells pipettiert und fur 2
h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach funf weiteren Waschvorgangen mit je 200 pl der
Waschlésung wurden 100 pl der Working Detector-Lésung (10 ml Assay Diluent + 40 pl
HRP-konjugierter anti-Maus-MCP-1-Detektionsantikérper) in die Wells pipettiert und fur
weitere 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten zwei Waschvorgange wie oben
beschrieben. AnschlieRend wurden 100 pl Substratiésung (1:1 TMB-Gemisch:
Wasserstoffperoxid) in die Wells pipettiert und 30 min bis zur Farbentwicklung bei

Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit 2 N Schwefelsaure
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gestoppt. Die Proben wurden im ELISA-Gerat bei einer Wellenlange von 450 nm innerhalb
der nachsten 30 min gemessen. Aus den logarithmierten Absorptionswerten der
verdinnten Standardproben und ihren Konzentrationen wurde eine lineare Standardkurve
ermittelt (Abbildung 2.5). Die Berechnung der CCL2-Konzentraton erfolgte aus dem
Absorptionsmittelwert des Doppelansatzes abziglich des Leerwerts (100 uyl ddH20) im

Vergleich zur ermittelten Standardkurve.

Standardkurve CCL2 Bestimmtung
0.5-

Log(Absorption)

-2-0 L] L] L] 1
0 1 2 3 4

Log(Probe[pg/ml])

Abbildung 2.5. Lineare Standardkurve bei logarithmierten Werten zur Bestimmung der CCL2-
Konzentrationen der einzelnen Proben

Die ermittelten CCL2-Konzentration (ug/ml) im Urin und im Nierengewebe wurden zur
Standardisierung auf die im Urin bestimmte Kreatininkonzentration (Abschnitt 2.4.3) bzw.
auf die Gesamtproteinkonzentration der Nieren (Abschnitt 2.4.4) bezogen und als

CCL2/Kreatinin-Ratio (pg/mg) und CCL2/Gesamtprotein (pg/mg) dargestellt.

2.4.6 Durchflusszytometrie

2.4.6.1 Allgemeine Grundlagen der Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie, auch als Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) bezeichnet, ist
eine Methode, mit der GréRe und Strukturen, aber auch Oberflacheneigenschaften und
intrazellulare Charakteristika von Zellen untersucht werden kénnen. Die zu untersuchenden
Partikel, meist Zellen mit einer Grélke von 0,2-150 pm, die sich in einer FlUssigkeit
befinden, werden in einem laminaren Flissigkeitsstrom (1000 Zellen/s) vorbeistromend von
einem Laser bestrahlt. Gleichzeitig sind um diese Probenader Photozellen als Detektoren
angeordnet, die verschiedene Lichtqualitdten registrieren. Das Grundprinzip dieser

Untersuchungstechnik beruht auf Streuung, Brechung, Beugung, Emission und Absorption
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von optischen Lichtwellen (BD-Flow-Cytom-Learning-Guide 2000). Die simultan an der
vorbeistromenden Einzelzelle entstehende Lichtsignale werden durch die Photozellen nach
Filterung, Ablenkung und Strahlteilung in elektrische Signale umgewandelt, welche vom

Computer als Eigenschaft der Zelle registriert werden (Abbildung 2.6).
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Abbildung 2.6. Schematische Darstellung der Funktionsweise der FACS-Analyse (BD-Flow-Cytom-Learning-
Guide 2000)

Trifft der Laserstrahl auf eine Zelle, so wird der Strahl abgelenkt. Dabei werden zwei
verschiedene Arten unterscheiden. Das Vorwartsstreulicht (FSC, Forward Scatter), das
durch den linear zum Laserstrahl-Detektor durch die Zellschatten und der Randbeugung
der Laserlichtwellen entsteht, ist ein MalR fiir die GroRe der Zelle. Das Seitwartsstreulicht
(SSC, Sideward Scatter) entsteht dagegen durch die Ablenkung des auf Zellorgane
treffenden Laserlichtes und ist daher ein Mall fir die Granularitdt und die
Zusammensetzung des Zellinneren. Dieses Streulicht wird durch Detektoren registriert, die
zur linearen Achse des Laserlichts abweichen. Durch diese Analyse kdnnen Zellen wie
Neutrophilen, Lymphozyten und Monozyten unterschieden werden (Abbildung 2.7) (BD-
Flow-Cytom-Learning-Guide 2000)

side scatter detector

light source forward scatter detector

Abbildung 2.7. Darstellung des FSC und SSC (BD-Flow-Cytom-Learning-Guide 2000)
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Erganzend kénnen in der Durchflusszytometrie auch von Fluoreszenzfarbstoffen emittierte
Fluoreszenzen durch Photozellen mit auf die entsprechenden Farbstoffe abgestimmten
Detektionseigenschaften (Kanale) erfasst werden. Je nach Ausfihrung des Gerates
kénnen verschiedene Farbungen mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarben gleichzeitig
registriert werden. Zum Nachweis bestimmter Zelleigenschaften werden hierbei gegen
Zelloberflachenmolekile oder intrazellulare Antigene gerichtete Antikdrper mit geeigneten
Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert. Bestimmte Laserwellenlangen konnen diese Farbstoffe
anregen und zur Emission von eigenen Lichtwellen eines definierten Spektrums bringen,
das spezifisch durch eine abgestimmte Photozelle detektiert wird. Die Intensitat des
emittierten Lichts ist hierbei proportional zur Menge des gebundenen Antikérpers und damit
zum zelluldren Expressionsniveau des Zielantigens. Werden gleichzeitig mehrere
Antikérper gegen verschiedene Zellantigene verwendet, missen sie mit unterschiedlichen
Farbstoffen konjugiert sein, die mdglichst gering Uberlappende Emissionsspektren
aufweisen, um jeweils spezifisch detektiet zu werden. Eine teilweise Uberlappende
Emission zweier Farbstoffe kann jedoch rechnerisch durch Kompensationseinstellungen
korrigiert werden, die durch Verwendung von Farbstoff-konjugierten nichtbindenden
Kontrollantikbrpern des gleichen Isotyps (lsotyp-Kontrolle) ermittelt werden (BD-Flow-
Cytom-Learning-Guide 2000). Die detektierten Zelleigenschaften werden anhand der
elektrischen Signalintensitat durch die Auswertungs-Software des FACS-Gerats als
Punktewolke oder Histogramm dargestellt. Im Rahmen der Auswertung konnen
Zielbereiche mit vordefinierten Zelleigenschaften bestimmt werden (sogenannte ,Gates®),
so dass bestimmte, genau charakterisierte Zellpopulationen differenziert und quantifiziert

werden kénnen (BD-Flow-Cytom-Learning-Guide 2000).

2.4.6.2 Vorbereitung der Gewebeproben fir die FACS-Analyse
Fir die durchflusszytometrische Untersuchung von Zellen verschiedener Organe ist es
erforderlich, vorab Einzelzellsuspensionen ohne die Analyse stérende Bestandteile

herzustellen.

Vorbereitung und Farbung des Vollbluts:

Wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben wurde den Versuchstieren am Versuchsende aus dem
retroorbitalen Venenplexus Blut enthommen, das sofort mit 5 pl/100 pl Vollblut einer 5 M
EDTA-LOsung zur Gerinnungshemmung versetzt und auf Eis gestellt wurde. Fur die vier
Farbungen wurden 30 ul des Vollbluts in jedes der vier FACS-R6hrchen pipettiert und
zunachst mit einer Mischung aus 5 pyl Mauseserum und 5 pl Rattenserum versetzt, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. 1,4 ul der jeweiligen Antikérper wurden 30 pl

AccuCheck Counting Beads Lésung dazugegeben und bei 4°C lichtgeschitzt fir 60 min
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inkubiert. Es folgte die Lyse der Erythrozyten und Fixierung der verbleibenden Blutzellen
mit 2 ml Lysing Solution bei 37°C, die nach 10 min mit 2 ml FACS-Puffer gestoppt wurde,
gefolgt von Zentrifugieren bei 250 G und 4°C fir 4 min. Anschliellend wurde das
verbliebene Zellpellet mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Bis auf
300 pl wurde der Uberstand abgesaugt. Das verbliebende Zellpellet wurde durch Vortexen

suspendiert fir die FACS-Analyse verwendet.

Vorbereitung des Knochenmarks:

Fir die Isolation des Knochenmarks aus dem Femur wurde dieser zunachst in RPMI-
Medium eingelegt und vom umliegenden Bindegewebe freiprapariert. Nach Uberfiihren in
neues Medium wurde der Femur an beiden Enden erdffnet und mehrmals (3-4
Wiederholungen) unter Verwendung einer 26 G Nadel mit Medium durchspult. Das
herausgepresste Knochenmark wurde in der Zellkulturschale gesammelt, in ein 50 ml
Falcon-Roéhrchen umgeflllt und far 5 min zentrifugiert (300 G, 4°C). Das Pellet wurde zur
Erythrozytenlyse in 5 ml 0,15 M Ammoniumchlorid resuspendiert und im Wasserbad
inkubiert (5 min, 37°C). Mit 10 ml gekuihltem PBS wurde diese Inkubation gestoppt und
erneut zentrifugiert (5 min, 300 G, 4°C). Nach erneutem Waschen mit 1 ml PBS wurde das
Pellet durch einen 70 um Filter mit 10 ml PBS gefiltert und erneut zentrifugiert (5 min, 300
G, 4°C). 500-1000 ul FACS-Puffer wurden dem Pellet hinzugegeben und anschlielRend
jeweils 100 pl der Zellsuspension in FACS-Roéhrchen fir die Antikbrpermarkierung

pipettiert. Die weiteren Farbeschritte werden im Nachfolgenden beschreiben.

Vorbereitung des Milzgewebes:

Etwa ein Drittel der durch das in Abschnitt 2.3.4 beschriebene Verfahren gewonnenen Milz
wurde mit einem Spritzenkolben durch ein 70 pm Filter gedruckt, mit 11 ml DPBS
nachspulend aufgefillt und zentrifugiert (10 min, 250 G, 4°C). Zur Erythrozytenlyse wurde
das Pellet mit 5 ml 0,15 M Ammoniumchlorid durchmischt und fir 5 min bei 37°C inkubiert.
Mit 10 ml PBS wurde die Lyse gestoppt und die Zellsuspension erneut durch einen 70 pl
Filter in neue 15 ml ReaktionsgefalRe umgefiillt und zentrifugiert (10 min, 250 G, 4°C). Das
Pellet wurde mit 500 yl FACS-Puffer resuspendiert und zu je 100 ul auf die FACS-

Rohrchen aufgeteilt Die weiteren Farbeschritte werden im Nachfolgenden beschreiben.

Vorbereitung der Analyse des Nierengewebes:

Ein Drittel der durch das in Abschnitt 2.3.4 beschriebene Verfahren gewonnenen Niere
wurde manuell mit einem Skalpell zerkleinert, in 15 ml Reaktionsgefalle mit auf Eis
gekuhltem Paris-Puffer Uberfuhrt und das Volumen auf 11 ml mit Paris-Puffer aufgefiillt.
Nach Zentrifugieren (5 min, 250 G, 4°C) wurde das Pellet mit 10 ml auf Eis gekihltem
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HBSS mit Calcium und Magnesium resuspendiert und erneut zentrifugiert (5 min, 250 G,
4°C). Das Pellet wurde nun mit 5 ml einer auf 37°C vorgewarmten Kollagenase (1 mg/ml)-
DNAse (0,1 mg/ml)-Mischung fir 20 min bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugieren (5 min,
250 G, 4°C) wurde das Pellet mit 10 ml HBSS gewaschen und erneut zentrifugiert (5 min,
250 G, 4°C). Nun wurde das Pellet mit 5 ml vorgewarmter 2 mM EDTA-LAsung erneut bei
37°C inkubiert und anschlieRend zentrifugiert (5 min, 30 G, 4°C). Der Uberstand mit
dissoziierten Einzelzellen wurde in 15 ml ReaktionsgefalRe Uberfihrt und auf Eis gelagert.
Das verbliebene Gewebepellet wurde erneut mit 5 ml vorgewarmter Kollagenase-Ldsung
(1 mg/ml) bei 37°C fur 20 min verdaut. Es folgten mehrere Wiederholungsschritte einer
mechanischen Zellseparation, indem die Gewebesuspension nach dem Kollagenase-
Verdauungsvorgang mehrmals durch immer dinnere Kanulen gespritzt wurde, begonnen
mit 19G bis zu 26G. AnschlieBend wurde diese Zellsuspension dem zuvor gelagerten
Uberstand hinzugegeben und zentrifugiert (5 min, 250 G, 4°C). Nach Waschen des
Zellpellets mit 10 ml DPBS wurde erneut zentrifugiert (5 min, 250 G, 4°C), das Pellet mit 1
ml FACS-Puffer geldst und durch ein 70 pl Filter mit 10 ml DPBS gefiltert. Nach
abschlieRendem Zentrifugieren wurde das Zellpellet in 500 pyl FACS-Puffer gelost und flr
die anschlieRende Antikorperfarbung je 100 pl auf die FACS-Rohrchen verteilt. Die

weiteren Farbeschritte werden im Folgenden beschrieben.

Farbeschritte der aufbereiteten Einzelzell-Suspensionen:

Zunachst wurde 100 pl jeder Zellsuspension (Knochenmark, Milz- und Nierengewebe) eine
Mischung aus 5 pl Mauseserum und 5 pl Rattenserum versetzt, um unspezifische
Antikdrper-Bindungsstellen zu blockieren. AnschlieRend wurde den Proben je 1,4 ul der
Fluorochrom-konjugierten Antikdrper zur Detektion definierter Zellpopulationen zugegeben.
Die Zusammenstellung der verwendeten Antikdrper fir die verschiedenen Zellfarbungen in
den unterschiedlichen Organen ist in Tabelle 2.14 dargestellt. Knochenmark- und
Milzproben (auch die Blutprobe), wurden zuséatzlich mit AccuCheck Counting Beads zur
spateren absoluten Quantifizierung der Zellzahlen versetzt. Nach Durchmischen im Vortex
erfolgte eine lichtgeschitzt Inkubation flr 60 min bei 4°C. AnschlieRend wurde zweimalig
mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (5 min, 250 G, 4°C). Zum Schluss
wurde die Zellsuspension in 300 pl FACS-Puffer lichtgeschutzt bei 4°C aufbewahrt und fir

die durchflusszytometrische Analyse verwendet.

Intrazelluldre Farbung von Kollagen I:
100 pl der Nierensuspension, nach der oben beschriebenen Methode hergestellt, wurden
zunachst mit Anti-CD45- und Anti-CD11b-Antikérpern gefarbt. Es folgte ein zweimaliger

Waschschritt. Nachfolgend wurden die Zellen nach Herstelleranweisung durch Zugabe von
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300 ul Cytofix/Cytoperm plus fixiert und permeabilisiert. Anschliefiend fand die Inkubation
mit dem biotinyliertem Antikérpern gegen Kollagen Typ 1 und nachfolgend APC-
konjugiertem Streptavidin statt, sodass nach zweimaligem Waschen schlieldlich die
Analyse mithilfe der Durchflusszytometrie fir CD45* CD11b* Kollagen 1* Fibrozyten

erfolgen konnte.

Tabelle 2.14. FACS-Farbungen von Blut, Milz, Knochenmark und Niere

Blut

Kurzform
1. Farbung CD3 Beads CD3-Alexa488 CD45-PE CDS8-PE.Cy5  CD4-Alexa647
2. Farbung  F4/80 Beads Ly6C-FITC CD45-PE CD11b-PE.Cy5 F4/80-APC
3. Farbung | y6G Beads Ly6G-FITC CD11c-PE CD11b-PE.Cy5 CD45-APC
4. Farbung CCR2 Beads CCR2-FITC Ly6C-PE  CD11b-PE.Cy5 CD45-APC
Milz

Kurzform
1. Farbung cD3 Beads CD3-Alexa488 CD45-PE CDS8-PE.Cy5  CD4-Alexa647
2. Farbung  F4/80 Beads Ly6C-FITC CD45-PE  CD11b-PE.Cy5 F4/80-APC
3. Farbung | y6G Beads Ly6G-FITC CD11c-PE CD11b-PE.Cy5 CD45-APC
4. Farbung CCR2 Beads CCR2-FITC Ly6C-PE  CD11b-PE.Cy5 CD45-APC
Knochenmark

Kurzform
1. Farbung CD3 Beads CD3-Alexa488 CD45-PE CDS8-PE.Cy5  CD4-Alexa647
2. Farbung F4/80 Beads Ly6C-FITC CD45-PE  CD11b-PE.Cy5 F4/80-APC
3. Farbung |y6G Beads Ly6G-FITC CD11c-PE CD11b-PE.Cy5 CD45-APC
4. Farbung CCR2 Beads CCR2-FITC Ly6C-PE  CD11b-PE.Cy5 CD45-APC
Niere

Kurzform
1. Farbung CcD3 CD3-Alexa488 CD45-PE CD8-PE.Cy5  CD4-Alexa647
2. Farbung  F4/80 CD11c-FITC CD45-PE  F4/80-APC
3. Farbung |y6G Ly6G-FITC CD11c-PE CD11b-PE.Cy5 CD45-APC
4. Farbung | y6C Ly6C-FITC CD11c-PE CD11b-PE.Cy5 CD45-APC
5. Farbung CCR2 CCR2-FITC Ly6C-PE  CD11b-PE.Cy5 CD45-APC
6. Farbung Kollagen CD45-FITC CD11b-PE Kollagen I-APC

2.4.6.3 FACS-Analyse der verschiedenen Gewebe

Mit dem Gerat FACS Calibur und der dazugehdrigen Software CellQuest an einem Apple
Macintosh Computer wurden die FACS-Analysen durchgeflihrt. Flir die Messung wurden
Antikérper verwendet, die mit den Fluoreszenzfarbstoffen Fluoreszeinisothiozyanat (FITC),

Alexa Fluor 488 (Alexa488), Phycoerythrin (PE), Phycoerythrin-Cy5 (PE-Cy5),
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Allophycocyanin (APC), und Alexa Fluor 647 (Alexa647) konjugiert waren, die sich in der
Eigenschaft ihrer Absorptionsmaxima und Emissionsmaxima unterscheiden (siehe
Abbildung 2.8 wund Abbildung 2.9). Durch bestimmte simultan detektierbare
Antikérperkombinationen kdnnen dabei bestimmte Zellpopulationen erfasst werden, welche

exemplarisch in Tabelle 2.15 dargestellt sind (BD-Flow-Cytom-Learning-Guide 2000).

FITC = fluorescein isothiocyanate
PE = phycoerythrin

PerCP = peridinin chlorophyll protein
APC = allophycocyanin

Morrnalized Intensity

I ) 1 1
400 450 | 00 30 600 &30 700

4&5 Wanelength (nm]

Abbildung 2.8. Absorptionsspektren und Maxima einiger exemplarischer Fluoreszenzfarbstoffe (BD-Flow-
Cytom-Learning-Guide 2000)
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Abbildung 2.9. Emissionsmaxima einiger exemplarischer Fluoreszenzfarbstoffe (BD-Flow-Cytom-Learning-
Guide 2000)
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Tabelle 2.15. Exemplarische Darstellung der Antigenprasentation auf den unterschiedlichen Zelltypen

(Bideak 2017)

Zellkategorie

Phanotyp der detektierten Zellen

Leukozyten CD45+
Neutrophilen Granulozyten CD45+
Dendritische Zellen CD45+

F4/80+ dendritische Zellen CD45+
F4/80- dendritische Zellen CD45+
Makrophagen CD45+
T-Lymphozyten CD45+
CD8+ T-Lymphozyten CD45+
CD4+ T-Lymphozyten CD45+

Ly6G+
CD11c+
CD11c+
CD11c+
CD11c-
CD3+
CD3+
CD3+

F4/80-

F4/80+
F4/80-
F4/80+

CD8+
CD4+

In Abbildung 2.10 wird das Vorgehen bei der Auswertung der FACS-Daten dargestellt. Die

Einzelzellen werden entsprechend ihrer exprimierten Antigene Populationen zugeordnet

(Tabelle 2.14). So koénnen Zellgruppen voneinander unterschieden und einzelne

Zellpopulationen quantifiziert werden. Ahnliches Vorgehen erfolgt bei Untersuchung der

verschiedenen Organe. Im Blut kdénnen Leukozytenpopulationen zudem durch ihre

charakteristischen Eigenschaften im Forward- und Sideward Scatter in Lymphozyten,

Monozyten und Granulozyten differenziert werden.
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Unterscheidung von CD4+

A Gating aller CD45+ Leukozyten(1): B Gating der CD3+ T-Zellen (2): (3) und CD8+ T-Zellen (4):
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Abbildung 2.10. Darstellung der FACS Analyse in Ubersicht (Bideak. 2017):

A: CD45+ Zellen Darstellung (1),

B: CD3+ T-Zellen Darstellung (2), weiter werden CD3+CD4+ (3) und CD3+CD8+ (4) unterschieden,

C: CD11c+ dendritische Zellen (5a+b), die wiederum in CD11c+F4/80- (5a) und CD11c+F4/80+(5b) Zellen
einteilen lassen. F4/80+ Leukozyten (5b+6) und F4/80+CD11c- Makrophagen (6), CD11c-FITC und F4/80-
APC sind als Isotyp-Kontrollen dargestellt (Bideak 2017).

2.4.7 Molekularbiologische Methoden

2.4.7.1 RNA-Isolation

Fur nachfolgende mRNA-Expressionsanalysen war es nétig, die RNA aus Geweben zu
isolieren. Dabei wurde das PureLink® RNA mini Kit von Ambion® by Live Technologies
verwendet. Samtliche Schritte erfolgten auf Eis und RNAse-frei.

Die Nierenprobe wurden in 600 ul Lyse-Puffer, versetzt mit 6 ul 2-Mercaptoethanol, mit
dem Rotatorblatt des Ultra-Turrax® (20 s, Stufe 4) homogenisierten. Vor jeder
Homogenisierung wurde das Rotatorblatt des Ultra-Turrax® mit 70% Ethanol und dann mit
ddH,O gereinigt. Zu dieser Zellsuspension wurden zundchst 700 pl 70% Ethanol
hinzugegebenen und fir mehrere Sekunden stark mit einem Vortex-Gerat gemischt. Von
dem Gemisch wurden 700 pl Portionen in besondere Zentrifugen-Kartuschen, die sich in
Entnahme-Rdhrchen befinden, aufgetragen und bei 12.000 G fir 30 s bei Raumtemperatur

zentrifugiert. Wahrend die in der Probe befindliche RNA in Folge des Zentrifugierens
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gebunden an das Kartuschen-Material zurlickblieb, wurde der Durchfluss verworfen. Diese
Schritte wurden mit jeweils weiteren 700 ul des Gewebe-Homogenisats wiederholt, bis die
gesamte Probe aufgebraucht war. Nun wurden 700 upl des Wasch-Puffers | des Kits
hinzugefigt und bei 12.000 G fir 15 s und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchfluss
sowie das Entnahme-Rdéhrchen wurden verworfen und die Zentrifugen-Kartusche in ein
neues Sammelrohrchen platziert. Nun wurden 500 ul Wasch-Puffer Il des Kits hinzugefligt
und erneut bei 12.000 G fir 15 s und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und diese Schritte insgesamt zweimal wiederholt. Im Anschluss wurde bei
12.000 G fir 1-2 min zentrifugiert, um das Kartuschen-Material mit der gebundenen RNA
zu trocknen. Es wurden nun 30-100 yl RNAse-freies Wasser hinzugegeben und fur 1 min
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde fir 2 min bei > 12.000 G bei
Raumtemperatur zentrifugiert, um die RNA vom Kartuschen-Material zu 16sen. Das RNA-
haltige Eluat wurde aufgefangen und sofort zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert oder

bei -80°C zur spateren Verwendung eingefroren.

2.4.7.2 Umschreibung der RNA in DNA

Zunachst wurde die Konzentration der isolierten RNA mit dem NanoDrop Photometer
bestimmt. Daftr wurde 1 pl der Probe auf den mit Aqua geeichten Sensor gegeben und die
Konzentration in ng/ul ermittelt. Auf Basis dieser Werte wurden individuell fur die Proben
Verdinnungen vorgenommen, die fir alle Proben eine einheitliche Konzentration von 2 ug
in 12,55 pl hervorbrachten. Fir die Verdinnung wurde das 2 pyg RNA enthaltende
Probenvolumen mit DEPC-behandeltem Wasser (RNAse-frei) auf ein Endvolumen von
12,55 pl aufgefullt. SchlieBlich wurden 7,45 uyl Mastermix (Tabelle 2.16) zur RNA-Probe
hinzugegeben, der fur die reverse Transkription (RT) notwendig ist. Eine reverse
Transkription ist eine Umkehrung der physiologischen Transkription. Bei einer Transkription
wird doppelstrangige DNA (Deoxyribonucleic acid) abgelesen und eine Kopie als RNA
(Ribonucleic acid) erstellt. Bei der reversen Transkription wird nun vorhandene, instabile
RNA in eine stabile komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Dies muss unter RNAse-

freien Bedingungen erfolgen, die zum Abbau der instabilen Ausgangs-RNA fuhren wirden.
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Tabelle 2.16. Mastermix fiir die reverse Transkription

Reagenz Volumen Ansatz [pl]
FS-Puffer (First Strand Buffer) 4,5

25 mM dNTPs 0,45

0,1 MDTT 1

Lin.Acrylamid 0,25
Hexanucleotide 0,25

Recombinant RNAsin (Rubonukleaseinhibitor) 0,5

SuperScript (Reverse Transkriptase) 0,5

Gesamt 7,45

Nach einem Linearisierungsvorgang der RNA durch starkes Erhitzen und rapide Schock-
Kihlung wurde die Transkription im Mastercyler® pro (Eppendorf) durchgefiihrt (Tabelle
2.17). Mit diesem Vorgang wurde die RNA erfolgreich in komplementare DNA (cDNA)
umgeschrieben. Als Negativkontrolle wurde das Prozedere zusatzlich mit DEPC-
behandeltem Wasser als alleiniges Medium durchgefihrt; hier wurde keine cDNA
generiert. Prinzipiell verwendet man RNAse freies DEPC-behandeltes Wasser als
Negativkontrolle, um eine moglich Kontamination der Reagenzien mit Fremd-RNA und

damit eine falschliche cDNA-Herstellung und spatere Vervielfaltigung zu vermeiden.

Tabelle 2.17. Programm des Thermo-Cycler fiir die reverse Transkription

Programm Zieltemperatur [°C] Dauer [min]
Umschreibung 42 120
Beendigung der Reaktion 85 5
Abkuhlung 4 0

2.4.7.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht die
Quantifizierung der mRNA-Expression durch Messung der umgeschriebenen cDNA. Die
Bestimmung erfolgte am Geréat LightCycler 480 Real-Time PCR-System unter Verwendung
von 96-Well-Platten. Die Besonderheit der Real-Time PCR im Gegensatz zur
konventionellen PCR ist, dass die Amplifikation der DNA durch eine zunehmende
Fluoreszenzmarkierung in Echtzeit fortlaufend photometrisch gemessen wird. Am Ende
jedes cDNA-Amplifikations-Zyklus wird im LightCycler die Emissionsintensitat des in
doppelstrangige DNA interkalierenden Farbstoffes SYBR® Green | gemessen. Durch den

zunehmenden Einbau des Farbstoffs kommt es zur vermehrten Emission des
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Fluoreszenzsignals, das direkt proportional zur synthetisierten cDNA-Menge ist. Ubersteigt
das Signal den zuvor festgesetzten Grenzwert, wird die Anzahl der bis dahin durchlaufenen
Zyklen als CT-Wert (Cycle Threshold) angegeben. Je kleiner der CT-Wert ist, bei dem das
erste Mal ein Fluoreszenzsignal detektiert wird, desto mehr Anfangssubstrat war zu Beginn
vorhanden. Um unabhangig von der urspriinglich eingesetzten Gewebemenge das mRNA-
Expressionsniveau in unterschiedlichen Proben vergleichen zu kénnen ist es nétig, dieses
Signal in Bezug zu einem Referenzwert zu setzen. Hierfur wird ein exprimiertes Gen, das
in allen Proben gleichermallen und konstant vorhanden ist (Housekeeping-Gen),
herangezogen. Damit ist eine relative Quantifizierung maéglich. In der vorliegenden Arbeit
wurde als Referenzgen die ribosomale 18 S RNA (18S rRNA) verwendet.

Zur Durchfihrung der quantitativen PCR wurden die cDNA-Proben im Verhaltnis 1:10 in
DEPC-behandeltem Wasser verdinnt. Von dieser Verdiinnung wurden 8,64 pl Proben in
die jeweiligen Wells gegeben. Als Leerwert und Negativkontrolle wurde in doppelter
Ausfihrung H,O mit 8,64 ul verwendet. Als weitere Negativkontrolle diente fir jede
untersuchte Gewebeprobe der RT-Ansatz aus der reversen Transkription, der kein cDNA-
Ausgangsmaterial fir die Amplifikation enthalt. Die notwendigen Nukleinbausteine, Enzyme
und Puffer fir die gPCR wurden in einem Mastermix zusammengestellt (Tabelle 2.18). Von
diesem Mastermix wurden jeweils 11,36 ul zu den verdinnten cDNA-Proben gegeben. Die
dafur verwendeten 96-Well-Platten wurden mit einer Folie luftdicht verschlossen und bei
280 G zentrifugiert.

Tabelle 2.18. Mastermix fiir Genbestimmungen mittels gPCR im LightCycler 480

Reagenz Volumen [ul]
SYBR® Green 2x 10

Taq Polymerase 0,16
Forward Primer 0,6

Reverse Primer 0,6

Gesamt 11,36

Danach erfolgte die Amplifikation der cDNA uber 40 Zyklen im LightCycler 480 Real-Time
PCR-System mit quantitativer Analyse der PCR-Reaktionen mittels der dazugehdrigen
Software. Nach den 40 Amplifikationsschritten erfolgte abschlieBend die Analyse der
Schmelzkurve, um die Spezifitdt der Amplifikation zu Uberprifen. Dieser liegt zugrunde,
dass bei Erhitzung doppelstrangiger komplementarer DNA eine Dissoziation in die zwei
Einzelstrange erfolgt. Dies kann optisch durch die sich verandernde Absorptionintensitat
dargestellt werden. Das Aufschmelzen der cDNA in zwei Einzelstrdnge kann somit bei

kontinuierlicher Erhéhung der Temperatur aufgezeichnet werden. Die in Abhangigkeit zur
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Temperaturerh6hung veranderte Absorption wird als sigmoidale Schmelzkurve dargestellt.
Der Wendepunkt wird dabei als Schmelzpunkt (CP) bezeichnet. Hier liegen cDNA und
Einzelstrang-DNA gleichermalen vor (50%:50%). Der Schmelzpunkt ist dabei von
verschieden Faktoren abhangig, unter anderem vom DNA-Gehalt an Guanin-Cytosin- (drei
Wasserstoffbriickenbindungen) und Adenin-Thymin-Paarungen (zwei Wasserstoffbriicken-
bindungen), jedoch fir die amplifizierte cDNA spezifisch. Durch die Schmelzkurven-
Analyse kann somit die Reaktionsspezifitat der PCR sichergestellt und die Messung

unspezifischer PCR-Produkte oder Primer-Dimere ausgeschlossen werden.

Tabelle 2.19. Programm der Gen-Analysen mittels qPCR im LightCycler 480

Programm Wiederholung Zieltemperatur Dauer  Temperaturdnderung

[°C] [s] [*C/s]
Initiale Denaturierung 1 95 300 4.4

95 15 4.4
Amplifikation 40 60 15 2,2

68 20 4.4

95 5 4.4
Schmelzkurve 1 65 60 2,2

97 - 0,11
Abkuhlen 1 40 30 2,2

Es wurden nur Proben ausgewertet, die eine eindeutige Zuordnung zum charakteristischen
Temperaturpeak hatten und sich von der Wasserkontrolle differenzierten. Die
Quantifizierung des cDNA-Gehalts erfolgte mit Hilfe des CT-Werts, (cycle threshold, c:), der
die PCR-Zykluszahl darstellt, in der die gemessene SYBR® Green |-Fluoreszenz einen
definierten Schwellenwert GUber dem Hintergrundniveau uberschreitet. Je mehr cDNA (und
damit urspringlich mRNA) von einem zu bestimmenden Gen in der Gewebeprobe
enthalten war, desto kleiner ist der CT-Wert. Die ermittelten CT-Werte der einzelnen cDNA-
Spezies wurden ins Verhaltnis zum Referenzwert des Housekeeping-Gens 18S rRNA in
der gleichen Probe gesetzt, wie in nachfolgender Formel dargestellt, um die
Vergleichbarkeit verschiedener Gewebeproben zu ermdglichen. Es wurde somit eine

relative Quantifizierung vorgenommen.

Formel 2.3. Berechnung von vergleichbaren PCR Werte: Als Houskeeping Gen dient dabei 185 rRNA

ACT = 2~ (CTigsrrna —CTzielgen mrNA) % 106
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2.4.8 Histologische Untersuchungen

Nach der in Abschnitt 2.3.4 beschriebenen Organgewinnung wurden Organstiicke in
Histosette-Gewebekassetten uberflihrt, in 10% Formaldehyd in PBS lber 24 h fixiert und
danach in Paraffin eingebettet. Die weitere Aufbereitung der histologischen Praparate
erfolgte in der Histologie-Core Facility der Abteilung. Es wurden 2 um dicke Schnitte mit
einem Mikrotom angefertigt, auf einen mit 5 ml 3-Aminopropyltriethoxysilan (APES) in 245
ml Aceton vorbehandelten Objekttrager platziert und fur 12 Stunden im Trockenschrank bei
60°C getrocknet. Anschliel®end erfolgte gleichermalen fur die verschiedenen Farbungen
eine Entparaffinierung durch Xylol, eine Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe
(100%, 96%, 70%, 50%) und zweimaliges Spulen mit PBS. Die weiteren Schritte der

Farbungen wurden nach standardisierten Protokollen des Labors durchgefuhrt.

PAS-Féarbung

Die PAS-Farbung, auf die PAS-Reaktion (periodic acid-Schiff-reaktion) zurtickzufiihrende
Farbemethode, ist eine der haufigsten Farbetechniken der Histologie, bei der die
Anfarbung von Kohlenhydraten wie Glykogen, Cellulose, neutralen Mukopolysacchariden,
Muko- und Glykoproteinen erfolgt. Die Periodsaure oxidiert Glykolgruppen zu zwei
Aldehydgruppen, welche nachfolgend durch die Bindung der zugefugten, zunachst
farblosen fuchsin-schwefligen Saure die typische Magenta-Farbung bewirken. Die wie
oben beschreiben vorbehandelten Praparate, wurden zur Entparaffinierung durch
Oxidierung fur 5 min in 2% Periodsaure eingelegt und im Anschluss mit destilliertem
Wasser gespult. Die entstandenen Aldehydgruppen wurden durch das Einlegen in
Schiffsches Reagenz fur 20 min gefarbt, dann fir weitere 2 min in Mayers Hamatoxylin
gegengefarbt und schlieBlich mit flieRendem Wasser gespilt und wieder entwassert in
aufsteigender Alkoholreihe. In Pertex wurden die Schnitte abschlie3end eingebettet.

Das Ausmalt der fir die frihe diabetische Nierenschadigung charakteristischen
Vergrélierung der Glomeruli und mesangialen Matrixvermehrung wurde in PAS-gefarbten
Schnitten quantifiziert.

Fir die Auswertung der PAS-Farbung wurden aus dem jeweiligen Schnitt alle erfassten
mittig angeschnittenen Glomeruli mit dem Mikroskop bei 400-facher VergréRerung
abfotografiert. Diese Bilder wurden dann verblindet ausgewertet. Mit Photoshop wurde
zunachst die GroRRe der Glomeruli mit Hilfe der Pixelzahl der Querschnittsflache bestimmt,
die spater als GroRenbezug verwendet wurde. Weiter wurde die Pixelanzahl der
Mesangiumexpansion bestimmt, die anhand der Farbanalyse des Mesangiumgewebes mit
charakteristischer Eosinophilie der Matrix abgegrenzt wurde. Diese beiden Pixelanzahlen

wurden ins Verhaltnis gesetzt, sodass die Mesangiumexpansion als Prozentzahl der

Dissertation von Mertsch, Manuela 76



2. Material und Methoden

Glomerulus-Querschnittsflaiche angegeben werden konnte. Auf diese Weise wurden 916

Bilder ausgewertet.

Immunhistologie

Fir die immunhistologischen Farbungen der histologischen Schnitte zum Nachweis renaler
Leukozyteninfiltration wurden unterschiedliche Antikérper und Antikérperkonzentrationen
verwendet. Antikdrper kénnen dabei direkt farbgekoppelt sein oder mittels einem
Sekundarantikorper angefarbt werden. Der Erfassung renaler T-Lymphozyten erfolgte
mittels Ratte Anti-CD3-Antikorper (Verdlinnung 1:50), interstitieller Makrophagen mittels
Ratte Anti-F4/80 (Verdinnung 1:50) und ER-HR3-positiver Makrophagenpopulationen
mittels Ratte Anti-ER-HR3-Antikorper (Verdinnung 1:50).

Die Farbungen der Schnitte wurden mittels Avidin-Biotin-Methode angefertigt. Verwendet
wurde dafir das Avidin/Biotin Blocking Kit. Dabei bindet an der Zielstruktur des Gewebes
ein  Primarantikbrper, der im zweiten Schritt an einen Biotin-gebundenen
Sekundarantikorper gekoppelt wird. Anschlieend geht im dritten Schritt das Peroxidase-
konjungierte Avidin mit dem Biotin des Sekundarantikbrpers eine hochaffine,
komplexbildende Bindung ein. Das beinhaltete Farbsubstrat wird von der Peroxidase
oxidiert und somit die Komplexe, also die Zielstruktur, durch den Farbumschlag sichtbar.
Nach Schritten der Entparaffinierung, Rehydrierung und Waschen (2x mit PBS, je 7 min),
folgte zunachst durch das 20- mindtige Einlegen in 3% Wasserstoffperoxid-Lésung (30%
H20, in Methanol 1:10-Verdinnung) eine Blockierung der endogenen Peroxidase. Nach
weiterem Waschen (2x mit PBS, je 7 min) konnten mittels Erhitzen in einer Mikrowelle und
3 ml einer Antigen-Unmasking-Lésung in 300 ml ddH.O die Antigene freigelegt werden.
Nach erneutem Waschen (2x mit PBS, je 7 min) wurde auch das endogene Biotin mit
Avidin innerhalb von 15 min blockiert. Gefolgt von weiteren Waschvorgangen (2x mit PBS,
je 7 min) wurde nun Biotin fir 15 min zugegeben, ungebundenes wieder ausgewaschen
(2x mit PBS, je 7 min) und in 10% Ziegenserum fur 10 min eingelegt. Dies dient der
Prophylaxe der Fehlkomplexierung unspezifischer Bindungen. Nun folgten die
Inkubationen der jeweiligen Antikérper nach Herstellerangaben, denen jeweils
Waschvorgange (2x mit PBS, je 7 min) folgten. Nun wurde die ABC-Substratlésung (15 ul
Reagenz A, 15 ul Reagenz B in 1 ml PBS) und der Sekundarantikérper fir 30 min
inkubiert. Nach erneutem Waschen (2x mit PBS, je 7 min) folgte eine weitere Waschung
mit TRIS-Hydrochlorid. Die Farbung erfolgte mit DAB-Farbelésung fir einen Zeitraum von
1-10 min, je nach Resultat der Intensitatskontrolle mittels Mikroskop. Eine Gegenfarbung
folgte mit Methylgriin. AbschlieRend wurden die Praparate mit Ethanol (2x 96% Ethanol, 3x

100% Ethanol, fir je 10 s) gewaschen und mit VectaMount verschlossen.
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Fur die Auswertung der Anti-CD3-Farbung zur Bestimmung der glomerularen und
interstitiellen T-Lymphozytenzahl wurden zunachst 10 Bildausschnitte der Nierenschnitte
pro Versuchstier im Mikroskop bei 200-facher Vergrofierung aufgenommen und verblindet
gespeichert. Es wurde die Zahl gefarbter Zellen mithilfe von Imaged im Interstitium und
gesondert in den mittig angeschnittenen Glomeruli pro Bild (im Durchschnitt 2
Glomeruli/Aufnahme, insgesamt 20) bestimmt. Das Ausmal} der T-Zell-Infiltration im
Interstitium und in den Glomeruli wurde aus den Mittelwerten der jeweiligen interstitiellen
und glomerularen Zellzahl/Gesichtsfeld je Tier ermittelt.

Fir die Auswertung der Anti-F4/80-Farbung wurden zunachst 10 Bilder der Nierenschnitte
pro Versuchstier im Mikroskop bei 200-facher VergrofRerung angefertigt und verblindet
gespeichert. Es wurde manuell die Anzahl gefarbter Zellen je Bildausschnitt mithilfe von
Imaged gezahlt und das Ausmal’ der interstitiellen Makrophageninfiltration als gemittelten
Wert der Zellzahl/Gesichtsfeld aller ausgewerteten Bilder des gleichen Tieres angegeben.
Die renale Akkumulation glomerularer und interstitieller Makrophagenpopulationen wurde
zusatzlich durch Auswertung der Anti-ER-HR3-Farbung quantifiziert. Es wurden zunachst
10 Bilder des gefarbten Nierengewebes pro Versuchstier im Mikroskop bei 200-facher
Vergrolierung aufgenommen und verblindet gespeichert. Es wurde die Zahl gefarbter
Zellen mithilfe von ImageJ im Interstitium und gesondert in den mittig angeschnittenen
Glomeruli pro Bild (im Durchschnitt 2 Glomeruli/Aufnahme, insgesamt 20) bestimmt. Das
Ausmal} der interstitiellen und glomerularen Makrophagenakkumulation wurde aus den

Mittelwerten der interstitiellen und glomerularen Zellzahl/Gesichtsfeld ermittelt.

2.5 Statistische Analyse

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte (MW) mit Standardfehler (SEM) angegeben und
graphisch dargestellt. Zum statistischen Vergleich von Ergebnissen zweier Gruppen wurde
der t-Test flr unabhangige Stichproben angewandt. Dieser ist ein statistisches
Prufverfahren metrisch-skalierter y-Variablen, in welchem Mittelwerte zweier unabhangiger
Stichproben, die sich in einer Normalverteilung darstellen, auf Unterschiedlichkeit gepruft
werden. Von einem Unterschied mit statistischer Signifikanz wurde bei einem p-Wert <
0,05 ausgegangen und graphisch mit ,** gekennzeichnet. Unterschiede mit hdherem
Signifikanzniveaus sind mit ,**“ (p < 0,01) und ,**** (p < 0,001) verdeutlicht. Samtliche
Versuche wurden 2- bis 4-mal durchgefuhrt und waren reproduzierbar. Die Berechnungen
von Daten sowie die grafische Darstellung erfolgten mithilfe von Microsoft Excel des
Microsoft-Office-Student-Paketes 2007 und GraphPad Prism 5.0. Zur histologischen
Auswertung wurden desweiteren Adobe Photoshop und ImagedJ verwendet. Fur die
Darstellung der Uberlebenskurve wurde in GraphPad Prism 5.0 eine Kaplan-Meier-Kurve

erstellt und die Berechnung des Signifikanzniveaus mit Log-Rank-Test durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Induktion des diabetischen Nephropathie-Modells

Das Tiermodell der diabetischen Nephropathie wurde in einem zwei-schrittigen Prozess
induziert. Im ersten Schritt erfolgte in mannlichen 8 Wochen alten M&usen eine einseitige
Nephrektomie zur Auslésung einer fir die diabetische Nierenschadigung charakteristischen
glomerularen Hyperfiltration in der verbliebenen Niere. Insgesamt wurden 41 Versuchstiere
beider Genotypen operiert. Davon Uberlebten den operativen Eingriff 38. Die Erfolgsrate
der Operation lag somit bei 93 %. Hatten die Versuchstiere den Eingriff in Narkose
Uberlebt, gab es keine weiteren Verluste mehr bis zur STZ-Injektion.

2 Wochen nach Nephrektomie erfolgte die Induktion einer diabetischen Stoffwechsellage
durch intraperitoneale Injektion von 40 mg/kg KG STZ an funf aufeinanderfolgenden
Tagen. Ein Versuchstier ist beim Injektionsvorgang am ersten Tag verstorben und wurde
bei der Gesamtzahl (STZ-Gabe Tag 1) nicht bertcksichtigt. Es ergab sich somit eine
Anfangstierzahl von 37, mit 21 Wildtyp- und 16 Ackr2”-Mausen. Von diesen mussten im
weiteren Versuchsverlauf bis Woche 25 nach STZ-Injektion 6 Tiere aufgrund eines
verschlechterten Allgemeinzustands vorzeitig euthanasiert werden. Damit erreichten 31
Mause (84%) die Endzielwoche 25, hiervon 17 Wildtyp- und 14 Ackr2’-Mause (Tabelle
3.1).

Fir die nachfolgende Phanotypanalyse wurden nur Mause verwendet, die zu diesem
Zeitpunkt anhand eines HbA1. Wertes > 5,0% tatsachlich eine diabetische
Stoffwechsellage aufwiesen. Dies waren 25 von 31 Versuchstiere (81%), davon 14 von 17
Wildtyp-Tiere (82%) und 11 von 14 Ackr2”-Mause (79%). Die beiden Genotypen
unterschieden sich somit nicht wesentlich in ihrer Haufigkeit einer erfolgreichen Diabetes-

Induktion nach den STZ-Injektionen.

Tabelle 3.1. Ubersicht der Versuchstiere im Diabetesmodell

Gruppe STZ-Gabe Tag 1 Versuchsabschluss Woche 25 Hiervon HbA1: > 5%
Anzahl Anzahl Anzahl

WT 21 17 (81%) 14 (82%)

Ackr2" 16 14 (88%) 11 (79%)

Gesamt 37 31 (84%) 25 (81%)

Als Kontrollgruppe wurden unbehandelte gleichaltrige mannliche Tiere (n = 14) verwendet,
hiervon 9 Wildtyp- und 5 Ackr2”-Mause. Bei diesen Tieren erfolgte keine unilaterale
Nephrektomie und keine Induktion des Diabetes mellitus. Alle Tiere der beiden

Kontrollgruppen wurden bis Woche 25 verfolgt.
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3.2 Charakterisierung der diabetischen Nephropathie in Wildtyp-
Mausen

Zunachst wird das Ausmald der induzierten diabetischen Nierenschadigung in dem

verwendeten Tiermodell durch Vergleich von diabetischen Wildtyp-Tieren mit den

unbehandelten Wildtyp-Kontrollen charakterisiert.

3.2.1 Charakterisierung der diabetischen Stoffwechsellage in Wildtyp-Tieren
Grundlage der weiteren Phanotypanalyse der Versuchstiere ist die erfolgreiche Induktion
des Diabetes mellitus. Das Bestehen der diabetischen Stoffwechsellage wurde in Woche
25 am Versuchsende kontrolliert. Hierfir wurde den Versuchstieren wie beschrieben Blut
abgenommen und laborchemisch die Glukose-Plasmaspiegel und der HbA1.-Wert als
Langzeitverlaufsparameter des Diabetes bestimmt. Definitionsgemal werden nur Tiere mit
erfolgreicher Diabetesinduktion (HbA1. > 5,0%, vgl. Abschnitt 2.3.2) in die weitere Analyse
einbezogen. Im Vergleich zur unbehandelten Wildtyp-Kontrollgruppe (Kontroll-WT) weisen
diese Tiere (Diabetes-WT) hochsignifikant erhdhte Glukose-Plasmaspiegel und signifikant
erhdhte HbA1.-Werte als die unbehandelten Wildtyp-Mause der Kontrollgruppe auf
(Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1. Darstellung der diabetischen Stoffwechsellage im Vergleich der Wildtyptier-Kontrollgruppe
(Kontroll-WT) und der Wildtypgruppe mit induziertem Diabetes (Diabetes-WT) mit Mittelwerten + SEM, A:
Glukose im Blutplasma, B: HbA1l. im Blutplasma zum Zeitpunkt Woche 25. *** p < 0,001,

Desweiteren wurden im Plasma die Lipid-Werte als zusatzliche Stoffwechselparameter
untersucht. Auch hierbei zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den
unbehandelten Wildtyp-Kontrolltieren (Kontroll-WT) und den diabetischen Wildtyp-Mausen
(Diabetes-WT). Wie in Abbildung 3.2 dargestellt, weisen die diabetischen Tiere signifikant
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verminderte Cholesterinwerte (Abbildung 3.2 A) bei gleichzeitig signifikanter Erhéhung der
Triglyzeride (Abbildung 3.2 B) im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe auf.
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Abbildung 3.2. Darstellung der Lipidwerte mit Mittelwerten * SEM bei unbehandelten Wildtyp-
Kontrolltieren und diabetischen Tieren (Diabetes-WT) zum Zeitpunkt Woche 25, A: Cholesterin im Plasma,
B: Triglyzeride im Plasma. * p < 0,05; ** p < 0,01

3.2.2 Kérper- und Nierengewicht der diabetischen Wildtyp-Tiere

Am Versuchsende in Woche 25 wurden letztmalig die Korpergewichte der Mause
bestimmt. Hier zeigen sich bei den diabetischen Wildtyp-Mausen (Diabetes-WT) ein
signifikant geringeres Korpergewicht als bei der unbehandelten Kontrollgruppe (Kontroll-
WT) (Abbildung 3.3 A), das am ehesten in dem anhaltenden relativen Insulinmangel in den
STZ-behandelten Tieren begriindet sein durfte.

Weiterhin wurden die Nierengewichte der Versuchstiere bestimmt. Es ist nochmals zu
erwahnen, dass die diabetischen Mause in dem hier verwendeten experimentellen Modell
einseitig nephrektomiert worden waren, so dass eine kompensatorische Hypertrophie der
verbliebenen Niere auftritt. In Abbildung 3.3 B sind die Gewichte der Nieren aus der
diabetischen Gruppe gegen eine Einzelniere der Kontrollgruppe aufgetragen - also jeweils
nur eine Niere. Das signifikant hohere Einzelnierengewicht in den diabetischen
Versuchstieren verdeutlicht die auftretende kompensatorische Hypertrophie der
verbliebenen hyperfiltrierenden Niere. Vergleicht man jedoch das Gesamtnierengewicht,
also in der Kontrollgruppe zwei Nieren gegenlber der Einzelniere der diabetischen
Versuchstiere, behalten die Kontrolltiere ein signifikant hdheres Gesamtnierengewicht, wie
in Abbildung 3.3 C dargestellt ist. Aufgrund der signifikant reduzierten Kérpergewichte der
diabetischen Wildtyp-Mause wurde die Gesamtnierengewichte auch im Verhaltnis zum

Korpergewicht der Mause ausgewertet (Gesamt-Nierengewicht/Kérpergewicht [g/g KG]).
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Hier zeigt sich kein signifikanter Unterschied in den beiden Vergleichsgruppen (Abbildung
3.3 D), was eine ausreichende kompensatorische Hypertrophie der verbliebenen

Einzelniere in den diabetische Mausen verdeutlicht.
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Abbildung 3.3. Darstellung der Kérper- und Nierengewichte in Woche 25 bei Wildtyp-Kontrolltieren
(Kontroll-WT) und diabetischen Tieren (Diabetes-WT) mit Mittelwerten * SEM, A: Korpergewicht der
Mause, B: Gewicht der Einzelniere von Wildtyp-Kontrolltieren und diabetischen Tieren,
C: Gegeniiberstellung des Gesamtnierengewichts der Versuchstiere (Kontrolltiere: 2 Nieren, Diabetestiere
1 Niere), D: Gesamtnierengewicht bezogen auf das Korpergewicht der Mause (Kontrolltiere: 2 Nieren,
Diabetestiere 1 Niere). *** p < 0,001; ns, nicht signifikant

3.2.3 Funktionelle Parameter der diabetischen Nierenschadigung in Wildtyp-Tieren
Inwieweit eine Nierenfunktionseinschrankung in dem induzierten diabetischen
Nephropathie-Modell vorlag, wurde zunachst durch Bestimmung der Nierenretentions-
parameter im Plasma untersucht. In Abbildung 3.4 A (Kreatinin) und B (Harnstoff) sind die
Werte der Wildtyp-Kontrolltiere und der diabetischen Versuchstiere in Woche 25

gegenubergestellt. Es zeigen sich in beiden Fallen deutlich signifikant erhdhte Werte in der
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diabetischen Versuchsgruppe. Erganzend wurden Gesamtprotein- und Albuminwerte
ebenfalls im Plasma der Woche 25 bestimmt (Abbildung 3.4 C und D). Es zeigt sich eine
signifikant verminderte Plasmakonzentration beider Substanzen in den diabetischen
Wildtyptieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies koénnte auf eine zunehmende
glomerulare Schadigung mit renalen Albumin- und Proteinverlust hinweisen, wie sie fur die
diabetische Nephropathie charakteristisch ist.
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Abbildung 3.4. Vergleich der Plasmawerte in Wildtyp-Kontrolltieren (Kontroll-WT) und diabetischen
Wildtyptieren (Diabetes-WT) in Woche 25 (Endpunkt) mit Mittelwerten + SEM, A: Kreatininkonzentration
im Plasma, B: Harnstoffkonzentration im Plasma, C: Proteinkonzentration im Plasma und D:
Albuminkonzentration im Plasma. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Die Nierenfunktion in den beiden Versuchsgruppen wurde zusatzlich durch direkte
Messung der GFR anhand der renalen FITC-Sinistrin-Ausscheidung verglichen. Die
gemessene GFR in den Wildtyp-Kontrolltieren (Kontroll-WT) und den diabetischen
Wildtyptieren (Diabetes-WT) in Woche 23, also zwei Wochen vor dem Versuchsendpunkt
(Woche 25), ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Es zeigt sich eine signifikant verminderte GFR
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in den diabetischen Versuchstieren, das mit den erhdhten Plasmakonzentrationen von

Kreatinin und Harnstoff in diesen Tieren korreliert.
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Abbildung 3.5. Darstellung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) in Wildtyp-Kontrolltieren (Kontroll-WT)
und diabetischen Wildtyptieren (Diabetes-WT) in Woche 23 mit Mittelwerten + SEM. * p < 0,05

Als weiterer funktioneller Parameter der glomerularen Schadigung bei diabetischer
Nephropathie wurde die Albuminurie in den Versuchstieren quantifiziert. Im Vergleich zu
den Wildtyp-Kontrolltieren weisen die diabetischen Wildtyptiere in Woche 23 eine
tendenziell vermehrte, allerdings nicht signifikant héhere Albuminurie auf (Abbildung 3.6 A).
Im Vergleich zum Ausgangswert vor Induktion des Diabetes zeigt sich in diabetischen
Wildtyptieren dagegen eine signifikante Zunahme der Albuminurie bis Woche 23
(Abbildung 3.6 B). Albuminurie-Daten der Woche 25 wurden nicht ausgewertet, da am
Versuchsende nicht von allen Versuchstieren Spontanurin zur Analyse gewonnen werden

konnte.
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Abbildung 3.6. Albuminurie in Wildtyp-Kontrolltieren (Kontroll-WT) und diabetischen Wildtyptieren
(Diabetes-WT) in Woche 23 mit Mittelwerten + SEM, A: Albuminurie in Woche 23 in diabetischen
Wildtyptieren im Vergleich zu Kontrolltieren, B: Zunehmende Albuminurie in Woche 23 im Vergleich zu
Woche 0 in diabetischen Wildtyptieren (Diabetes-WT). * p < 0,05 ; ns, nicht signifikant

Zusammenfassend weisen diese funktionellen Daten darauf hin, dass sich in den
Wildtypmausen nach einseitiger Nephrektomie und Induktion des Diabetes ein diabetischer
Nierenschaden entwickelt hat, der mit einer eingeschrankten exkretorischen Nierenfunktion

und einer zunehmenden Albuminurie einhergeht.

3.2.4 Histopathologische Veranderungen infolge der diabetischen
Nierenschadigung in Wildtyp-Tieren

Im Folgenden wurde untersucht, ob die verschlechterten funktionellen Parameter der
diabetischen Wildtyptiere histologisch mit einer renalen Gewebeschadigung einhergehen.
Die Auswertung der PAS-gefarbten Nierenschnitte (Abbildung 3.7 A) ergibt eine
tendenzielle VergroRerung der Glomeruli in diabetischen Mausen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe, dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant (Abbildung
3.7 B). Dagegen weisen die diabetischen Wildtyptiere eine deutliche Expansion der
mesangialen Matrix im Vergleich zu den Wildtypkontrollen auf, als typisches
Charakteristikum des diabetischen Nierenschadens (Abbildung 3.7 C). In den diabetischen
Mausen korrelieren somit verschlechterte Nierenfunktion und vermehrte Albuminurie mit
Zeichen der diabetischen Nierenschadigung. Insgesamt erscheint damit das hier
charakterisierte Mausmodell der diabetischen Nephropathie geeignet, um durch eine
vergleichende Verlaufsuntersuchung in Wildtyp- und Ackr2-Knockout-Mausen den Einfluss

von ACKR2 auf die diabetische Nierenschadigung weiter zu untersuchen.
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Abbildung 3.7. Histologische Schadensmarker der diabetischen Nephropathie, ausgewertet in PAS-
gefirbten Nierenschnitten von Wildtyp-Kontrolltieren (Kontroll-WT) und diabetischen Wildtyptieren
(Diabetes-WT), A: Representative Darstellung des PAS-gefarbten Nierengewebes in der Versuchsgruppen,
VergroRerung x 400, B: Vergleich der GlomerulusgroRe und C: der mesangialen Matrixexpansion (erfasste
mesangiale Flache bezogen auf den Glomerulus-Querschnitt) zwischen Wildtyp-Kontrolltieren und
diabetischen Wildtypmausen mit Mittelwerten + SEM. *** p < 0,001; ns, nicht signifikant

3.3 Verlauf der diabetischen Nephropathie in Wildtyp- und Ackr2-
defizienten Mausen

Im zweiten Teil der vorliegenden Promotionsarbeit erfolgt die vergleichende
Phanotypanalyse der diabetischen Nephropathie nach Induktion des Diabetes in
Wildtyptieren (Diabetes-Wildtyp) und Ackr2-defizienten Tieren (Diabetes- Ackr2”), um eine
mdgliche Beeinflussung der renalen Schadigung durch ACKR2 zu charakterisieren. In den
grafischen Darstellungen der Ergebnisse sind zum Teil zusatzlich zur lllustration der
Normalbefunde in gesunden Kontrollmdusen die entsprechenden Daten unbehandelter
Kontrolltiere beider Genotypen (Kontrolle-WT bzw. Kontrolle-Ackr2”) dargestellt, ohne dass
hier eine erneute statistische Auswertung im Vergleich zu den diabetischen Tieren erfolgt.
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3.3.1 Uberlebensrate in Wildtyp- und Ackr2-defiziten Tieren nach Induktion des
Diabetes

Nach Diabetesinduktion mit 40 mg/kg KG STZ-Injektionen zeigt sich eine Uberlebensrate
von 83,8 % der unilateral nephrektomierten Versuchstiere. Am Versuchsende in Woche 25
lebten noch 31 von 37 Versuchstieren, entsprechen einer Gesamtmortalitat von 16,2%. 6
Tiere mussten aufgrund einer Uberschreitung der vordefinierten Belastungsgrenze im
Rahmen des kontinuierlichen Scorings wahrend des Beobachtungszeitraums vorzeitig
euthanasiert werden. Dabei ist die Mortalitat zwischen Wildtyptieren (4 von 21 Tieren,
19,0%) und Ackr2-defizienten Tieren (2 von 16 Tieren, 12,5%) vergleichbar (p = 0,5924)
(Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8. Uberlebenskurve nach Diabetesinduktion bei Wildtyptieren (WT) und Ackr2-defiziten
Mausen (Ackr277).

3.3.2 Diabetische Stoffwechsellage in Wildtyp- und Ackr2-defiziten Mausen

Nach den STZ-Injektionen wurde in den Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mausen die
Entwicklung der Hyperglykdmie durch wéchentliche Blutzuckerkontrollen aus dem Vollblut
der Schwanzvene untersucht. Wie in Abbildung 3.9 A dargestellt, entwickelt sich in den
Tieren mit erfolgreicher Diabetes-Induktion (HbA1.-Wert in Woche 25 tber 5%) in beiden
Genotypen eine vergleichbare diabetische Stoffwechsellage mit ahnlichem zeitlichem
Verlauf der Blutzuckererhohung. Nach der Injektion des STZ zum Zeitpunkt O stiegen die
Blutzuckerwerte in den ersten drei Wochen vergleichbar steil an, um dann auf einem
ahnlichen Niveau von durchschnittlich 450 mg/dl konstant zu bleiben.

Am Versuchsende in Woche 25 wurden die Plasmaspiegel fir Glukose und der HbA1.-
Wert als MalR fir die diabetische Stoffwechsellage in den Versuchsgruppen beider
Genotypen bestimmt (Abbildung 3.9 B und C). In Abbildung 3.9 B ist die

Plasmakonzentration der Glukose und in C der HbA1.-Wert als Langzeitparameter fir die
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diabetische Stoffwechsellage gegenibergestellt. Es zeigt sich am Versuchsende etwas
erniedrigte Plasmakonzentrationen der Glukose in den Ackr2”-Tieren, wohingegen sich die
HbA1.-Werte gleich hoch darstellen lassen. Eine experimentell nicht erfolgreiche Diabetes-
Induktion wurde bei einem HbA1-~Wert unter 5,0% angenommen und die betreffenden
Tiere nicht in die vergleichende Phanotypanalyse eingeschlossen (vgl. auch Abschnitt
2.3.2). Unbehandelte Kontrolltiere beider Genotypen scheinen dagegen grafisch niedrige
Plasmaglukose- und HbA1.-Werte aufzuweisen, die in diesem Abschnitt ohne statistische
Auswertung nur zur Ubersicht dargestellt sind. (Abbildung 3.9 B und C). Fiir den Erfolg des
Diabetes-Modells verweise ich auf die Daten des bereits beschriebenen Abschnitt 3.2.1.
Zusammenfassend ist somit bei vergleichbarem Verlauf der erhéhten Blutzuckerwerte im
Versuchszeitraum und gleich erhdhten HbA1.-Werten am Versuchsende trotz leicht
erniedrigten Plasmaglukose-Spiegeln in der diabetischen Ackr2”--Gruppe in Woche 25 von
einer weitestgehend vergleichbaren hyperglykdmischen Stoffwechsellage in den
ausgewerteten diabetischen Tieren der Wildtypgruppe (Diabetes-WT) und der Ackr2-

defizienten Gruppe (Diabetes-Ackr2”) auszugehen.
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Abbildung 3.9. Entwicklung der diabetischen Stoffwechsellage in Wildtyp (WT)- und Ackr2”/-Mé&usen, A:
Zeitlicher Verlauf der Plasma-Blutglukosewerte bei den diabetischen Versuchstieren, , B: Glukosewerte im
Plasma der WT- und Ackr2”/-M3use in Woche 25, C: HbA1l: Werte der WT- und Ackr2/-Mé&use in Woche 25.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM * p < 0,05; ns, nicht signifikant
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Hinsichtlich des Lipidstoffwechsels zeigen sich in diabetischen Wildtyp- und Ackr2’-
Mausen am Versuchsende in Woche 25 vergleichbare Cholesterin- und Triglyzeridwerte
(Abbildung 3.10). Auch hier kann also von einer vergleichbaren Stoffwechsellage zwischen
den diabetischen Versuchstiergruppen ausgegangen werden. Es ist daher
unwahrscheinlich, dass madgliche Unterschiede in der Auspragung der diabetischen
Nierenschadigung zwischen den beiden untersuchten Genotypen auf unterschiedliche

Exposition gegenuber dem diabetischen Milieu hervorgerufen wurden.
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Abbildung 3.10. Lipidstoffwechsel der diabetischen Wildtyp (WT)- und Ackr2/-Tiere in Woche 25
(Versuchsende) mit Mittelwerten * SEM, A: Plasmakonzentration der Cholesterinwerte, B:
Plasmakonzentration der Triglyzeride. ns, nicht signifikant

3.3.3 Kérper- und Nierengewicht in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-Mé&usen
Abbildung 3.11 A verdeutlicht den Gewichtsverlauf der Wildtyp- und Ackr2”-Tiere nach
erfolgreicher Induktion des Diabetes. Bei wochentlicher Gewichtskontrolle zeigt sich eine
ahnliche Progression des Korpergewichtes bei geringfugigen unterschiedlichen
Ausgangsgewichten beider Versuchsgruppen (Abbildung 3.11 B). Der Unterschied der
Durchschnittsgewichte betragt 2,48 g. Weiter werden die Gewichte in Woche 25, am
Versuchsende, der beiden diabetischen Versuchstiergruppen gegenlbergestellt (Abbildung
3.11 C). Hier zeigt sich ebenfalls ein geringfugiger Unterschied von 2,03 g zwischen den
beiden diabetischen Genotypen. Zudem wurden hier auch noch einmal die Kérpergewichte
der beiden Kontrolltiergruppen von Wildtyp- und Ackr2”-Tiere in Woche 25 zur
Verbildlichung der Normwerte erganzend dargestellt.

Zusammenfassend kann trotz des geringflgigen Gewichtsunterschieds von einem
ahnlichen Gewichtsverlauf gesprochen werden, da die Gewichtsprogression eine ahnliche

Zunahme zeigt und die beiden Gewichtsdifferenzen am Anfang und Ende ahnlich sind.
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Abbildung 3.11. Kérpergewicht der diabetischen Wildtyp (WT)- und Ackr2”/-Tiere. A: Verlaufsiibersicht
iber die Wochen 0-25, B: Ausgangsgewichte der diabetischen Versuchstiere (WT und Ackr2”’) in der
Woche 0 (am Tag 0) ,C: Darstellung der Endkérpergewichte in Woche 25 von unbehandelten Kontrolltieren
sowie diabetischen WT- und Ackr2/-Tieren mit Mittelwerten + SEM. * p < 0.05

In Woche 25 wurde auch das Nierengewicht der Tiere bestimmt. In diabetischen Wildtyp-
und Ackr2”-M&usen ist sowohl das absolute Einzelnierengewicht der nach unilateraler
Nephrektomie verbliebenen Niere (Abbildung 3.12 A) als auch das relative Nierengewicht
bezogen auf die KdrpergréfRe (Abbildung 3.12 B) vergleichbar. Es ergibt sich somit kein
Anhalt flr

Hyperfiltration) oder eine deutlichere Atrophie (z.B. durch fibrotische Umbauprozesse) der

eine unterschiedlich ausgepragte Hypertrophie (z.B. durch vermehrte

diabetischen Nieren im Vergleich der beiden Genotypen. In Abbildung 3.12 A und B sind
zusatzlich die Einzelnierengewichte der unbehandelten Kontrollgruppe beider Genotypen
dargestellt, das die Nierenhypertrophie nach unilateraler Nephrektomie in den diabetischen
die

Nierengewichte der diabetischen Versuchstiere im Bezug zur Gesamtnierenmasse beider

Versuchstieren veranschaulicht. In Abbildung 3.12 C werden noch einmal

gesunden Nieren relativiert zum Kodrpergewicht von unbehandelten Kontrolltieren

dargestellt.
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Abbildung 3.12. Nierengewichte unbehandelter Kontrolltiere sowie diabetischer Wildtyp (WT)- und Ackr2-
defizienter (Ackr2’) Tiere in Woche 25 mit Mittelwerten + SEM, A: Gewicht der Einzelnieren, B:
Einzelnierengewicht bezogen auf das Korpergewicht der Mause, C: Gesamtnierengewicht (Kontrolltiere: 2
Nieren, Diabetestiere 1 Niere) bezogen auf das Kérpergewicht. ns, nicht signifikant

3.3.4 Nierenfunktionsparameter und GFR-Messung in diabetischen Wildtyp- und
Ackr27--Mausen

Zum Versuchsende in Woche 25 wurden aus den diabetischen Mausen Blutplasma
gewonnen, um die Nierenretentionswerte, Gesamteiwei¥ und Albumin zu bestimmen.
Mégliche Unterschiede zwischen den diabetischen Wildtyptieren und den diabetischen
Ackr2-defizienten Tieren werden verglichen. Die Darstellung der unbehandelten
Kontrolltiergruppe beider Genotypen dient zur lllustration der Normalwerte in altersgleichen
Tieren ohne Diabetes. Wie in Abbildung 3.13 A und B dargestellt ergab sich kein
signifikanter Unterschied der erhdhten Plasmakreatinin- und Plasmaharnstoffwerte
zwischen den diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-Mausen. Auch Plasmawerte flr
Gesamtprotein und Albumin waren in den diabetischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten
Méausen vergleichbar (Abbildung 3.13 C und D). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
Ackr2-Defizienz in den diabetischen Mausen zu keiner Verschlechterung der

Nierenfunktion oder vermehrten EiweilRverlust fuhrt.
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Abbildung 3.13. Plasmaparameter unbehandelter Kontrolltiere sowie diabetischer Wildtyp (WT)- und
Ackr2-defizienter (Ackr27/") Tiere in Woche 25 mit Mittelwerten * SEM, A: Plasmaspiegel von Kreatinin, B:
Plasmaspiegel von Harnstoff, C: Proteingehalt im Plasma, D: Albumingehalt im Plasma. ns, nicht signifikant

Zur genaueren Bestimmung der Nierenfunktion erfolgte zusatzlich die Messung der GFR
bei Versuchstieren in Woche 23. Bei dieser sensitiven Methode der
Nierenfunktionsbestimmung zeigt sich ebenfalls kein Unterschied zwischen den
diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-M&usen (Abbildung 3.14).

Zusammenfassend ergeben sich somit aus der Bestimmung dieser funktionellen
Parameter bei vergleichbar erhdhten Nierenretentionsparametern, vergleichbaren
Plasmaproteinwerten und gleichem GFR-Verlust keine Hinweise auf einen
unterschiedlichen Verlauf der diabetischen Nierenschadigung in Wildtyp- und Ackr2-

defizienten Mausen.
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Abbildung 3.14. GFR-Messung in unbehandelten Kontrolltieren sowie diabetischen Wildtyp (WT)- und
Ackr2-defizienten (Ackr2”") Tieren in Woche 23 mit Mittelwerten + SEM. ns, nicht signifikant

3.3.5 Albuminurie in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”/--Mé&usen

Mittels eines Albumin-ELISAs wurden die Albuminwerte im Urin der Versuchstiere
bestimmt und nach Bezug auf die Urinkreatininwerte als Albumin/Kreatinin-Quotient
angegeben. Bei den diabetischen Versuchstieren erfolgte eine Albuminuriebestimmung in
Woche 0, Woche 12 und Woche 23. In Abbildung 3.15 sind die Werte der Albuminurie der
diabetischen Versuchstiere beider Genotypen im Verlauf dargestellt. Es ist eine ahnliche
Zunahme der Albuminurie in beiden Versuchstiergruppen zu sehen, mit statistisch nicht
unterschiedlichen Werten zwischen den diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-Tieren bis
Woche 23. Ahnlich wie die Plasmawerte und GFR, zeigen somit diabetische Wildtyp- und

Ackr2”-Mause auch eine vergleichbare Albuminurie als Marker fiir die bestehende

diabetische Schadigung der Glomeruli.
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Abbildung 3.15. Albuminurie der diabetischen Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienten (Ackr2”/) Tiere in
Woche 0, 12 und 23. Dargestellt sind Mittelwerten £ SEM. ns, nicht signifikant

3.3.6 Histopathologische Veranderungen der Nieren in diabetischen Wildtyp- und
Ackr2/-M&usen

Eine Vergrolkerung der Glomeruli und eine mesangiale Matrixexpansion stellen
charakteristische histopathologische Veranderungen der diabetischen Nephropathie dar. In
den histologischen PAS-Farbungen wurden daher die glomerulare Querschnittsflachen und
die GroRe der mesangialen Matrix in diabetischen Nieren der Wildtyp- und Ackr2”-Tiere
morphometrisch erfasst und verglichen (Abbildung 3.16 A). In Abbildung 3.16 B wird der
glomerulare Querschnitt der diabetischen Tiere beider Genotypen gegenilbergestellt. Hier
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den diabetischen
Versuchstiergruppen. Abbildung 3.16 C illustriert die mesangiale Matrixexpansion der
diabetischen Tiere, erfasst als GroRe der glomerularen Mesangiumflache im Verhaltnis
zum glomeruldren Querschnitt. Die im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren
beider Genotypen deutliche mesangiale Matrixexpansion zeigt ebenfalls keinen
Unterschied zwischen den diabetischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mausen. 25
Wochen nach Induktion des Diabetes weisen somit Ackr2-defiziente Tiere einen den
Wildtyptieren vergleichbaren histopathologischen Nierenschaden auf. Dies korreliert mit
den ahnlichen funktionellen Parametern der diabetischen Nierenschadigung beider

Genotypen.
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Abbildung 3.16. Histologische Verdnderung der Nierenglomeruli in unbehandelten Kontrolltieren sowie
diabetischen Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienten (Ackr2/") Tieren in Woche 25, A: Representative
Darstellung des PAS-gefarbten Nierengewebes beider diabetischer Versuchsgruppen, VergroRerung x 400,
B: Glomerulusquerschnitt, C: Mesangium-Glomerulus-Verhidltnis mit Mittelwerten * SEM. ns, nicht
signifikant

3.3.7 mRNA-Expression renaler Schadensmarker

Das Nierengewebe wurde nach Versuchsabschluss mittels quantitativer PCR auf
exprimierte mRNA verschiedener Proteine untersucht, deren Expression eine Schadigung
des Nierengewebes anzeigt. Im Vergleich zwischen diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-
Mausen ergibt sich kein signifikanter Unterschied in der Expression des glomerularen
Markers Nephrin oder der tubuldren Schadensmarker KIM-1 und TIMP2 (Abbildung 3.17).
Diese Daten weisen somit ebenfalls auf einen vergleichbaren renalen Parenchymschaden
beider Genotypen hin. Die erhaltene und vergleichbare Expression des Podozyten-
spezifischen Nephrins zeigt zudem, dass Ackr2-Defizienz nicht zu einem verstarkten
Podozytenschaden, z.B. Uber vermehrte CCL2-vermittelte Stimulierung von podozytar
exprimiert CCR2 fuhrt.
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Abbildung 3.17. mRNA-Expression glomeruldrer (Nephrin) und tubulédrer (KIM-1, TIMP2) Schadensmarker
in Nieren diabetischer Wildtyp (WT)- und Ackr2”/-Mause in Woche 25 nach Diabetesinduktion. Dargestellt
sind Mittelwerte +SEM. ns, nicht signifikant

3.3.8 Quantifizierung der renalen Leukozyteninfiltration mittels
Durchflusszytometrie in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-Mé&usen

Zum Versuchsende in Woche 25 wurde mittels Durchflusszytometrie (FACS) das Ausmal}
der renalen Leukozyteninfiltration untersucht. Es zeigt sich, dass in Ackr2”-Versuchstieren
statistisch signifikant mehr CD45* Leukozyten in den diabetischen Nieren akkumulieren als
in den diabetischen Wildtyp-Tieren (Abbildung 3.18 A). Auch erkennbar ist eine in den
Ackr2"-Versuchstieren tendenziell vermehrte renale Infiltration von CD3* T-Lymphozyten
(Abbildung 3.18 B). Hier zeigt vor allem die Untergruppe CD4* (Abbildung 3.18 C) eine
signifikante Vermehrung, wohingegen die CD8" T-Zellen (Abbildung 3.18 D) wieder nur

eine Tendenz anzeigen.
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Abbildung 3.18. Durchflusszytometrische Analyse der renalen Leukozyteninfiltration in diabetischen
Wildtyp (WT)- und Ackr2/-Mausen in Woche 25. Dargestellt sind die Anzahl A: renaler CD45*-Leukozyten,
B: CD3*-T-Zellen, C: CD4*- und D: CD8"* -T-Zellen mit Mittelwerten + SEM. ** p < 0,01; ns, nicht significant
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Zudem wurde die renale Akkumulation verschiedener mononuklearer Phagozyten-
populationen untersucht (Abbildung 3.19). Hier zeigt sich, dass im Nierengewebe sowohl
CD11c"* dendritische Zellen als auch F4/80* Phagozyten statistisch signifikant erhdht in den
diabetischen Ackr2”--Versuchstieren vorlagen. Bei weiterer Differenzierung von Subtypen
ergibt sich vor allem eine vermehrte renale Akkumulation von CD11c* F4/80" - und CD11c*
F4/80- dendritischen Zellen, nicht jedoch F4/80* CD11c- Makrophagen.
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Abbildung 3.19. Durchflusszytometrische Analyse der renalen Akkumulation mononuklearer Phagozyten.
Dargestellt ist die Infiltration CD11c* dendritische Zellen, F4/80* Phagozyten und ihrer Subpopulationen in
Nieren diabetischer Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienter (Ackr2”/) M&use in Woche 25 mit Mittelwerten
+SEM. * p < 0,05, ns, nicht signifikant

Die durchflusszytometrische Analyse erlaubt auch die Quantifizierung renaler Leukozyten,
die den Chemokinrezeptor CCR2 exprimieren. Eine bei Ackr2-Defizienz vermehrte renale
Verfugbarkeit des CCR2- ligierenden CCL2 kdnnte zu einer vermehrten Infiltration CCR2*
Leukozyten beitragen. Wie in Abbildung 3.20 gezeigt wird, weisen die Nieren der
diabetischen Ackr2”-Mause im Vergleich zum Wildtyp tatsachlich eine vermehrte
Akkumulation CD11b* CCR2*Phagozyten auf. Auch die Zahl inflammatorischer CD11b*
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Ly6CM" CCR2* Makrophagen war in den Ackr2-defizienten Nieren tendenziell, allerdings
nicht signifikant, erhéht (Abbildung 3.20)

Zusammenfassend weisen diese Daten darauf hin, dass Ackr2-Defizienz zu einer
vermehrten Akkumulation renaler Leukozyten in den diabetischen Nieren fihrt, allerdings
ohne eine verstarkte renale Parenchymschadigung. Die vermehrte Zahl renaler CCR2*
Leukozyten koénnte Folge einer verstarkten CCL2-CCR2-vermittelte Leukozyteninfiltration
sein, die dabei durch einen geringeren Ackr2-vermittelten Chemokin-Abbau, unter anderem

von CCL2, begrindet ware.
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Abbildung 3.20. Durchflusszytometrische Analyse der renalen Akkumulation von CCR2*
Phagozytenpopulationen in diabetische Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienten (Ackr2/") Nieren mit
Mittelwerten + SEM. * p < 0,05; ns, nicht signifikant

3.3.9 Immunbhistologische Charakterisierung der renalen Leukozyteninfiltration in
diabetischen Wildtyp- und Ackr27/--Mausen

Zur Bestatigung der durchflusszytometrischen Daten und ihrer genaueren Lokalisation
erfolgte  eine  erganzende  immunhistologische  Untersuchung der  renalen
Leukozyteninfilirate in den diabetischen Nieren (Abbildung 3.21). Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen der Durchflusszytometrie zeigt sich eine vermehrte Einwanderung renaler
CD3" T-Zellen in das Tubulointerstitum der diabetischen Ackr2”-Versuchstiere im
Vergleich zu den Wildtyp-Tieren (Abbildung 3.21 A). Die Zahl glomerularer T-Zellen beider
Genotypen ist dagegen vergleichbar. Zudem ergibt sich eine statistisch signifikant
vermehrte Akkumulation von tubulointerstitiellen F4/80* Phagozyten in den Ackr2’-
Versuchstieren mit Diabetes (Abbildung 3.21 B). Bei der ER-HR3* Makrophagen-
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Subpopulation zeigt sich im Interstitium kein Unterschied, jedoch besteht eine statistisch
signifikant vermehrte Akkumulation ER-HR3+ Makrophagen in den Glomeruli (Abbildung
3.21 C). Insgesamt bestatigen damit die immunhistologischen Untersuchungen eine
verstarkte renale Akkumulation von T-Lymphozyten und Phagozytenpopulationen in
diabetischen Ackr2-defizienten Mausen, mit vor allem vermehrter tubulointerstitieller

Infiltration, aber auch gesteigerter Akkumulation glomerularer Makrophagen.
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Abbildung 3.21. Immunhistologische Auswertung tubulointerstitieller und glomerularer Zellinfiltration in
Nieren der diabetischen Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienten (Ackr2/) Tiere. Dargestellt sind
repriasentative immunhistologischen Firbungen von A: CD3*Zellen, B: F4/80* Phagozyten und C: ER-HR3*
Makrophagen sowie die entsprechende Quantifizierung mit Mittelwerten + SEM. * p < 0,05; ** p < 0,01; ns,
nicht signifikant

3.3.10 AusmaR der renalen Entziindung in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-
Mausen

Um zu untersuchen, ob die vermehrte renale Leukozytenakkumulation in diabetischen
Nieren der Ackr2-defizienten Mause mit einer verstarkten renalen Entziindung einhergeht,
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wurde die mRNA-Expression verschiedener inflammatorischer Marker in diabetischen
Nieren der Wildtyp- und Ackr2”-Mause analysiert (Abbildung 3.22). ErwartungsgemaR liegt
in den Ackr2”-Nieren im Gegensatz zum Wildtyp keine relevante Ackr2-Expression vor,
das den Genotyp der Versuchstiere nochmals bestatigt (Abbildung 3.22 A).

Des Weiteren ergeben sich zwischen beiden Genotypen keine Unterschiede im renalen
Expressionsniveau flr das proinflammatorische Zytokin TNFa und seine Rezeptoren
TNFR1 und TNFR2 (Abbildung 3.22 B). Auch die mRNA-Expression des klassischen
proinflammatorischen Chemokinrezeptors CCR2, seines Liganden CCL2 und weiterer
proinflammatorischer Chemokine, die im Verlauf der diabetischen Nierenschadigung

verstarkt exprimiert werden, ist in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-Nieren vergleichbar
(Abbildung 3.22 C).
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Abbildung 3.22. Renale mRNA Expression proinflammatorischer Marker in diabetischen Wildtyp (WT)- und
Ackr2-defizienten (Ackr27/") Mausen in Woche 25 nach Induktion des Diabetes, A Expression von Ackr2 zur
Genotypkontrolle, B Expression von TNFa und seiner Rezeptoren, C: Expression von CCR2 und
proinflammatorischen Chemokine. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. * p < 0,05; ns, nicht signifikant

Auch wurde die renale mRNA-Expression von Entziindungsmediatoren untersucht, die
Marker flir die Aktivierung klassischer proinflammatorischer M1 Makrophagen (Abbildung
3.23 A) und regenerativer und profibrotischer M2 Makrophagen (Abbildung 3.23 B)
darstellen. Im Vergleich zwischen diabetischen Wildtyp- und Ackr2”--Nieren zeigt sich auch
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bei diesen Markern keine unterschiedliche renale Expression. Zusammenfassend weisen
die Expressionsdaten renaler Entziindungsmediatoren auf eine vergleichbare
Entziindungsaktivitat in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”’--M&usen hin, trotz verstéarkter
renaler Leukozyteninfiltration bei Fehlen von Ackr2.
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Abbildung 3.23. Renale mRNA-Expression von Markergenen der A: M1 Makrophagen und B: M2
Makrophagen in diabetischen Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienten (Ackr2”’") Mausen in Woche 25 nach
Induktion des Diabetes mit Mittelwerten + SEM. ns, nicht signifikant

3.3.11 Fibrotischer Gewebeumbau in diabetischen Wildtyp- und Ackr2/-Nieren

Diabetische Stoffwechsellage und chronische Entzindung fihren bei der diabetischen
Nierenschadigung zu einem fibrotischen Gewebeumbau der Nieren. Inwieweit Ackr2-
Defizienz bei verstarkter renaler Leukozyteninfiltration, aber vergleichbarer renaler
Entziindung die renale Fibrose beeinflusst, wurde durch Analyse der renalen mRNA-
Expression verschiedener Fibrosemarker in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-Mausen in
Woche 25 nach Diabetesinduktion untersucht. Bestimmt wurde die renale Expression der
Fibrosemediatoren CTGF und TGFp, der extrazellularen Matrixmolekile Fibronectin,
Laminin, Prokollagen 1, Prokollagen 4, sowie der Fibroblastenmarker aSMA und FSP-1.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.24 illustriert. Es kann kein statistisch signifikanter
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Expressionsunterschied zwischen den beiden Genotypen detektiert werden, sodass von

einer vergleichbaren renalen Fibrosierung in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”--Nieren
auszugehen ist.
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Abbildung 3.24. Renale mRNA Expression von Fibrosemarkern in diabetischen Wildtyp (WT)- und Ackr2-

defizienten (Ackr2/") M3usen in Woche 25 nach Induktion des Diabetes. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM. ns, nicht signifikant

Neben aktivierten renalen Myofibroblasten konnen aus dem Knochenmark stammende, im
Blut zirkulierende Fibrozyten in erkrankte Nieren infiltrieren und zur Fibrosierung beitragen
(Bucala et al. 1994, Chesney et al. 1998). Diese Infiltration scheint auch Uber Aktivierung
von auf Fibrozyten exprimierten CCR2 durch CCL2 vermittelt zu werden (Reich et al.
2013). Daher wurde durchflusszytometrisch die Zahl akkumulierender CD45* CD11b*
Kollagen 1* Fibrozyten in den diabetischen Nieren von Wildtyp- und Ackr2’-Mausen
untersucht. Ahnlich wie bei der gesteigerten renalen Leukozyteninfiltration zeigt sich eine
verstarkte Akkumulation von Fibrozyten in Ackr2-defiziente Nieren im Vergleich zum
Wildtyp (Abbildung 3.25). Trotz dieser erhdhten Fibrozytenzahl scheint bei vergleichbar

exprimierten Fibrosemarkern jedoch keine verstarkte renale Fibrose in diabetischen
Ackr2”--Nieren vorzuliegen.
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Abbildung 3.25. Durchflusszytometrische Quantifizierung von renalen CD45" CD11b* Kollagen 1* Fibrozyten
in Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienten (Ackr2”/-) Mausen in Woche 25 nach Diabetesinduktion. Dargestellt
sind Mittelwerte £ SEM. * p < 0,05

3.3.12 CCL2-Proteingehalt in Blut, Urin und Nierengewebe diabetischer Wildtyp-
und Ackr27/--Méuse

Der verstarkten renalen Akkumulation von Leukozyten und Fibrozyten bei Ackr2-Defizienz
konnte ein verminderter Ackr2-vermittelter Abbau von Chemokinen wie CCL2 zugrunde
liegen. Daher wurde in Blutplasma, Urin und Nierengewebe der Versuchstiere zum
Endzeitpunkt in Woche 25 mittels ELISA die CCL2-Proteinkonzentration bestimmt.
Abbildung 3.26 fasst die CCL2-Konzentrationen der drei Kompartimente in diabetischen
Wildtyp- und Ackr2”-M&usen zusammen. Im Blut zeigen sich statistisch signifikant erhéhte
Plasma-CCL2-Spiegel in der Ackr2-defizienten Gruppe (Abbildung 3.26 A). Dagegen sind
die CCL2-Konzentrationen im Urin zwischen Wildtyp- und Ackr2”-Versuchstieren nicht
signifikant verschieden (Abbildung 3.26 B). Auch der CCL2-Proteingehalt in den
diabetischen Nieren beider Genotypen unterscheidet sich nicht signifikant, bei tendenziell
eher geringeren Werten in den Ackr2”-Nieren (Abbildung 3.26 C). Diese Daten weisen
darauf hin, dass die verstarkte renale Leukozyteninfiltration bei Ackr2-Defizienz nicht durch
verminderten Chemokin-Abbau in der Niere vermittelt wird, jedoch eine verstarkte
systemische Immunantwort aufgrund erhoéhter CCL-Spiegel im Blut hierzu beitragen

konnte.
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Abbildung 3.26. CCL2-Proteingehalt in A: Blutplasma, B: Urin und C: Nierengewebe in diabetischen Wildtyp
(WT)- und Ackr2-defizienten (Ackr2”/-) Mausen in Woche 25 nach Induktion des Diabetes. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM. * p < 0,05; ns, nicht signifikant

3.3.13 Systemische Immunantwort in diabetischen Wildtyp- und Ackr2/--M&usen

Um mdgliche systemische Effekte der Ackr2-Defizienz auf die Immunantwort in
diabetischen Mausen zu erfassen, wurden am Versuchsende auch in Blut, Milz und
Knochenmark die Leukozytenpopulationen durchflusszytometrisch quantifiziert.

Im Blut zeigt sich in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-Mausen eine vergleichbare
Gesamtleukozytenzahl (Abbildung 3.27 A). Weiter differenziert zeigt sich eine
vergleichbare Lymphozyten- und Granulozytenzahl, dagegen fallen bereits in der
Forward/Sideward Scatter-Analyse statistisch signifikant vermehrte Monozyten im
peripheren Blut der Ackr2-defizienten Mause auf (Abbildung 3.27 B). Die Lymphozyten
werden noch weiter differenziert betrachtet. Hier sind CD3" T-Zellzahlen (Abbildung 3.27 C)
und deren Subtypen CD4* und CD8" T-Zellenzahlen (Abbildung 3.27 D) nicht signifikant

unterschiedlich in den beiden diabetischen Genotypen.
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Abbildung 3.27. Durchflusszytometrische Quantifizierung von A: Gesamtleukozytenzahl, B: Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten sowie C: CD3* T-Zellen und D: deren Subpopulationen CD4* und CD8* T-
Zellen im Blut diabetischer Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienter (Ackr2”) Mause in Woche 25 nach
Induktion des Diabetes mit Mittelwerten + SEM. * p < 0,05; ns, nicht signifikant

Die Monozytenpopulation im peripheren Blut wurde durchflusszytometrisch weiter
differenziert und quantifiziert (Abbildung 3.28). Hierbei zeigt sich eine statistisch signifikant
hohere Zahl CD11b* F4/80* Monozyten in Ackr2’--Mausen, ebenso eine deutlich erhohte
Zahl zirkulierender inflammatorischer CD11b* Ly6C"9" Monozyten im Vergleich zum
Wildtyp. Die meisten dieser Zellen exprimieren den CCL2-Rezeptor CCR2. Entsprechend
sind auch CD11b* CCR2* Monozyten und CD11b* Ly6C"9" CCR2* inflammatorische
Monozyten im peripheren Blut der diabetischen Ackr2”-Mause im Vergleich zum Wildtyp
signifikant vermehrt.
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Abbildung 3.28. Durchflusszytometrische Quantifizierung CD11b* F4/80* Monozyten, CD11b* Ly6Che"
inflammatorischer Monozyten sowie CD11lb* CCR2* Monozyten und CD11b* Ly6CMe" CCR2*
inflammatorischer Monozyten im peripheren Blut diabetischer Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienter
(Ackr2/") Mause in Woche 25 nach Induktion des Diabetes mit Mittelwerten + SEM. . * p < 0,05; ** p < 0,01

Die MilzgroRe ist in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”~ Mausen vergleichbar, wie in
Abbildung 3.29 dargestellt. Die Milzgewichte sind hierbei auf die Korpergewichte der
Versuchstiere bezogen.

ns
& 0.004- R
X °
2‘) n
20.003- o> =
£ B,
] e ©®0 "L
% 0.002-
2
Q
e
g 0.001
N
= 0.000 T T
WT  Ackr2”

Abbildung 3.29. Milzgewichte bezogen auf das Korpergewicht der diabetischen Wildtyp (WT)- und Ackr2-
defizienten (Ackr2”/-) Miuse 25 Wochen nach der Induktion des Diabetes mit Mittelwerten + SEM. ns, nicht
signifikant

Entsprechend ergibt auch die durchflusszytometrische Quantifizierung  der
Gesamtleukozytenzahl in den Milzen vergleichbare Werte in diabetischen Wildtyp- und
Ackr2-defizienten Tieren. Auch die CD3* T-Lymphozyten sowie die Zahl CD4* und CD8* T-
Zellen sind in beiden Versuchsgruppen nicht unterschiedlich (Abbildung 3.30)
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Abbildung 3.30. Durchflusszytometrische Quantifizierung von A: Gesamtleukozyten, B: CD3* T-Zellen sowie
C und D: deren Subpopulationen CD4* (C) und CD8* (D) T-Zellen in den Milzen diabetischer Wildtyp (WT)-
und Ackr2-defizienter (Ackr2”/-) M&use in Woche 25 nach Induktion des Diabetes mit Mittelwerten + SEM.
ns, nicht signifikant

Dagegen zeigen sich ahnlich wie bei den Blutmonozyten in den Milzen der Ackr2-
defizienten diabetischen Tieren signifikant vermehrte Makrophagenpopulationen
(Abbildung 3.31). Hier fallt bei Ackr2-Defizienz eine erhdhte Zahl von CD11b* F4/80*
Milzmakrophagen auf, ebenso eine groRere Zahl an inflammatorischen CD11b* Ly6CMi
Makrophagen. In Ackr2”-Milzen waren auch die CD11b* CCR2* Makrophagen und
CD11b* Ly6Cheh CCR2* inflammatorischen Makrophagen im Vergleich zum Wildtyp erhoht.
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Abbildung 3.31. Durchflusszytometrische Quantifizierung CD11b* F4/80* Makrophagen, CD11b* Ly6Ch&"
inflammatorischer Makrophagen sowie CD11lb* CCR2* Makrophagen und CD11b* Ly6C"&" CCR2*
inflammatorischer Makrophagen in den Milzen diabetischer Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienter (Ackr2/")
Maiuse in Woche 25 nach Induktion des Diabetes mit Mittelwerten £ SEM. * p < 0,05; ** p < 0,01
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Bei der Quantifizierung der Leukozytenpopulationen im Knochenmark zeigt sich dagegen
in  diabetischen  Ackr2”-Versuchstieren eine statistisch  signifikant geringere
Gesamtleukozytenzahl im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 3.32 A). Hierbei unterscheidet
sich die Haufigkeit von CD3* T-Lymphozyten (Abbildung 3.32 B) und ihrer CD4* und CD8*
Untergruppen beider Genotypen nicht (Abbildung 3.32 C und D).
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Abbildung 3.32. Durchflusszytometrische Quantifizierung von A: Gesamtleukozytenzahl, B: CD3* T-Zellen
sowie C: CD4* und D: CD8* T-Zellen im Knochenmark diabetischer Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienter
(Ackr2/") Mause in Woche 25 nach Induktion des Diabetes mit Mittelwerten + SEM. ** p < 0,01; ns, nicht
signifikant

Bei Analyse der CD11b" Makrophagenpopulationen (Abbildung 3.33) zeigen sich
vergleichbare Werte fur die Menge CD11b* F4/80* Knochenmark-Makrophagen in
diabetischen Wildtyp- und Ackr2”’-Tieren und eine tendenzielle, nicht signifikant
verminderte Zahl CD11b* Ly6C"e" inflammatorischer Makrophagen in Ackr2”-Mausen. Die
Zahl CD11b* CCR2* Makrophagen ist ebenfalls vergleichbar. Das Knochenmark Ackr2-
defizienter Mause enthalt jedoch signifikant weniger CD11b* Ly6CM"" CCR2*

inflammatorische Makrophagen.
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Abbildung 3.33. Durchflusszytometrische Quantifizierung CD11b* F4/80+ Makrophagen, CD11b* Ly6C"s"
inflammatorischer Makrophagen sowie CD11b* CCR2* Makrophagen und CD11b+ Ly6CM&" CCR2*
inflammatorischer Makrophagen im Knochenmark diabetischer Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienter
(Ackr2/") Mause in Woche 25 nach Induktion des Diabetes mit Mittelwerten + SEM. * p < 0,05; ns, nicht
signifikant

Die erhéhte Zahl insbesondere CCR2* Makrophagenpopulationen im peripheren Blut und
in den Milzen der diabetischen Ackr2”-Mause bei gleichzeitig reduzierter Zahl im
Knochenmark weist auf eine verstarkte Mobilisation dieser Leukozyten aus dem
Knochenmark in die Peripherie hin, die durch die bei Ackr2-Defizienz erhohten
systemischen CCL2-Spiegel im Blut vermittelt werden konnte. Bei vergleichbarem renalen
CCL2-Proteingehalt in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-Nieren koénnte die vermehrt
zirkulierenden inflammatorischen Leukozytenpopulationen die Ursache fur die verstarkte

renale Leukozyteninfiltration in Ackr2-defizienten Mausen sein.
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4 Diskussion
Ziel der vorgelegten Arbeit war es, die Beeinflussung der diabetischen Nephropathie durch
ACKR2 zu Uberprifen, eine mogliche entzindungsbegrenzende und damit
nephroprotektive Wirkung von ACKR2 nachzuweisen und ihn damit als potentielles
Zielmolekul far Therapien zur Verlangsamung der diabetischen Nierenschadigung zu
identifizieren.
Folgende Hypothesen sollten Uberprift werden:
A. Durch die STZ-Gabe wird ein Diabetes erfolgreich und unabhangig von der
genetischen Ackr2-Defizienz in den Knockout-Mausen induziert
B. Die diabetische Stoffwechsellage flihrt durch chronische Umbauprozesse und
Entziindung zur Schadigung der Nieren mit Beeintrachtigung der Nierenfunktion
C. Ackr2-Defizienz fuhrt durch verminderten lokalen Abbau proinflammatorischer
Chemokinen wie CCL2 in der Niere zur vermehrten renalen Leukozyteninfiltration,
renaler Entziindung und damit verbunden zu einer verstarkten Nierenschadigung
D. Ackr2-Defizienz flhrt infolge vermehrter renaler Leukozyteninfiltration und/oder
Podozytenschadigung zu einer rascher progredienten glomerularen und
tubulointerstitiellen Nierenschadigung und Vernarbung
In den folgenden Kapiteln werden diese Hypothesen unter Bericksichtigung der

gewonnenen Daten analysiert und diskutiert.

4.1 Induktion des Diabetes durch STZ und Verlauf in den untersuchten
Genotypen

4.1.1 Diabetische Stoffwechsellage

Nach der STZ-Injektion von 40 mg/kg Korpergewicht entwickelten die meisten Wildtyp- und
Ackr2-Mause eine diabetische Stoffwechsellage. Von einer erfolgreichen Induktion des
Diabetes wurde ausgegangen, wenn die Tiere am Versuchsende in Woche 25 einen
HbA1.Wert > 5,0% aufwiesen. Dies war bei 14 von 17 (82%) der Wildtyp-Tiere und 11 von
14 (79%) der Ackr2-defizienten Mause der Fall (Tabelle 3.1). Die HbA1.-Werte der
unbehandelten Kontrolltiere lagen dagegen zwischen 3,5% und 4% (Abbildung 3.1). Nach
Literaturangaben sollten die Blutzuckerwerte eine Woche nach Abschluss der STZ-
Injektion gréRer als 280 mg/dl sein, um von einer erfolgreichen Induktion des Diabetes
auszugehen (Tesch und Allen 2007). Dies wurde bei den eingeschlossenen (HbA1.-Wert >
5,0%) diabetischen Tieren beider Genotypen erreicht. Es ist somit von einer vergleichbaren
Effektivitat der Diabetes-Induktion durch STZ in den beiden Genotypen auszugehen. Auch
die weitere Entwicklung der Blutzuckerwerte wahrend der 25 Wochen nach STZ-Injektion

zeigte in den diabetischen Tieren beider Genotypen eine dhnliche Dynamik. Lediglich die
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Plasmaglukose-Spiegel in der diabetischen Ackr2”--Gruppe in Woche 25 war im Vergleich
zum Wildtyp leicht erniedrigt, obwohl die vorangegangenen Blutzuckerverlaufsmessungen
aus dem Vollblut der Schwanzvene und die HbA1.-Mittelwerte beider Genotypen in Woche
25 vergleichbar waren (Abbildung 3.9). Hierbei ist zu bedenken, dass der Glukosewert im
Blut regelhaften Schwankungen unterliegt, die von vielen Faktoren abhangen:
Tagesschwankung mit Schlaf-/Wach-Rhythmus und Ausschittung von Cortisol,
postprandialer Zustand, Stress etc., um nur einige zu nennen. Es handelt sich somit um
eine Momentaufnahme, die groeren Streuungen unterliegen kann. Dieser Effekt kann
durch Bestimmung der HbA1.-Werte verringert werden. Beim HbA1. handelt es sich um
eine  Hamoglobinvariante, die durch nichtenzymatische  Glykosylierung des
Hamoglobinmoleklls entsteht und dessen Haufigkeit damit von der HoOhe des
Blutzuckerspiegel wahrend der physiologische Lebensdauer des Erythrozyten abhangt
(Arastéh et al. 2013). Sie unterliegt daher keinen kurzfristigen Schwankungen und ist somit
ein zuverlassiger Langzeitparameter der glykdmischen Stoffwechsellage. Daher war dieser
Wert auch der ausschlaggebende Faktor zur Definition einer erfolgreichen
Diabetesinduktion in den Versuchstieren, deren HbA1. Wert iber 5,0% liegen sollte. Der
HbA1.-Wert war in der vorliegenden Arbeit also ein wesentlicher Parameter flr die
Bewertung des diabetischen Stoffwechsels.

Bei beiden Genotypen lag eine gute Gesamtuberlebensrate von 83,8 % (31 von 37) vor,
die sich nicht signifikant zwischen den diabetischen Wildtyp- und den Ackr2’-Mausen
unterschied (Tabelle 3.1). Die Erfolgsquote der Diabetesinduktion lag insgesamt bei den
Mausen beider Versuchsgruppen bei 81% (25 von 31). Somit haben 19% der Mause,
anhand des HbA1. bewertet, keinen suffizienten Diabetes entwickelt. Ein Diabetes Typ 1
manifestiert sich, wenn etwa 80-90% der B-Zellen zerstort sind (Arastéh et al. 2013). Die
Wahl der STZ-Dosis mit 40 mg/kg Korpergewicht erlaubte, bei den meisten Versuchstieren
einen manifestierten Diabetes zu induzieren, gleichzeitig aber eine Restfunktion der (-
Zellen zu erhalten, um eine Mortalitat durch UbermafRige Hyperglykdmien zu verhindern.
Mit einer Sterblichkeit von 16% (6 von 37) (Notwendigkeit der Euthanasie aufgrund
verschlechterten Allgemeinzustands infolge von Hyperglykdmie) und eine Misserfolgsquote
der Diabetesinduktion bei den uUberlebenden Versuchstieren von 19% (6 von 31) erschien
die ausgewahlte STZ-Dosis fur das angewandte diabetische Modell geeignet zu sein.
Insgesamt sprechen diese Daten fir eine ahnlich erfolgreiche Induktion des Diabetes bei
beiden Genotypen mit vergleichbarer diabetischer Stoffwechsellage im Verlauf. Hypothese
A wurde somit validiert. Dies ist eine wichtige Voraussetzung flr die nachfolgende
Beurteilung, ob bei Ackr2-Defizienz der Verlauf der diabetischen Nierenschadigung

beeinflusst wird.
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4.1.2 Entwicklung der diabetischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mause

Der Gewichtverlauf galt, neben der wochentlichen Blutzuckerverlaufskontrolle, als
wesentlicher Anhaltspunkt fiir die Uberwachung der Versuchstiere (Abbildung 3.11). Dabei
zeigte sich eine ahnliche Progression der Korpergewichte der Versuchstiere beider
Genotypen bei leicht unterschiedlichen Startgewichten. Die gleiche Steigung der
Wachstumskurven mit einer Gewichtszunahme von etwa 0,207 g/Woche in beiden
Tiergruppen lasst darauf schlielRen, dass sich beide Genotypen gleichermalien unter dem
Einfluss des Diabetes entwickelten. Aul3erdem waren die diabetischen Versuchstiere
gegenlber ihren unbehandelten Kontroligruppen (d.h. ohne eine Entwicklung eines
Diabetes) zum Endzeitpunkt in Woche 25 signifikant leichter (Abbildung 3.3 A). Die
Versuchstiere haben durch die STZ-Injektion und dadurch resultierenden -
Zellenzerstorung einen absoluten Insulinmangel. Dies gleicht dem Typ-1-Diabetiker beim
Menschen, bei dem die p-Zellen durch autoimmune Vorgange zerstort werden und sich
somit eine hyperglykamische Stoffwechsellage einstellt. Der Hyperglykamie folgen eine
Glukosurie und damit ein Kalorienverlust, sodass sich ein Gewichtsdefizit im Vergleich zur

unbehandelten Kontrollgruppe erklaren lasst (Arastéh et al. 2013).

4.1.3 Lipid-Stoffwechsel

Veranderungen des Lipidprofils im Rahmen der diabetischen Stoffwechsellage wurden
durch Bestimmung der Plasmacholesterin- und Triglyzeridwerte erfasst. Zudem koénnte
eine  ausgepragte Proteinurie bei diabetischer Nierenschadigung zu einer
Hypercholesterindmie wie beim nephrotischen Syndrom fiihren.

Insulin ist vor allem fir die Senkung des Glukosespiegels verantwortlich, allerdings ist es
auch in gréRerem Ausmall an der Stoffwechselregulation beteiligt. Insulin beeinflusst
samtliche Stoffwechselschritte, die insgesamt zu einer Senkung des Blutzuckers flihren, so
auch den Lipid-, Kohlenhydrat- und EiweiBmetabolismus (Klinke et al. 2010). Als anaboles
Hormon fordert Insulin die Synthese und intrazellulare Einlagerung von Triglyzeriden und
hemmt gleichzeitig die Lipolyse. In der Leber wird weiter durch Insulin die g-Oxidation von
freien Fettsduren zu Ketonkdrpern gehemmt, weshalb von einer antiketogenen Wirkung
gesprochen wird. Bei einem Mangel an Insulin steigen die Triglyzeride im Blut somit an.
Dies war auch in dieser Arbeit nachweisbar (Abbildung 3.2). Diabetische Versuchstiere im
Vergleich zu gesunden Kontrolltieren zeigten erhohte Triglyzeridwerte im Plasma.
Hingegen weisen Diabetische Wildtyp- und Ackr2’-Tiere vergleichbare Triglyzeride und
Cholesterinwerte auf (Abbildung 3.10). Entsprechend der vergleichbaren Blutzuckerwerte
ergaben sich somit keine statistisch signifikanten Unterschiede der Cholesterin- und

Triglyzeridwerten zwischen den diabetischen Versuchstieren beider Genotypen, das
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ebenfalls flr eine durch Ackr2-Defizienz nicht beeinflusste, vergleichbare diabetische

Stoffwechsellage spricht.

4.2 Einfluss der Ackr2-Defizienz auf funktionelle Parameter der
diabetischen Nierenschadigung
In dieser Arbeit wurde ein chronisches Tiermodell etabliert, das das Ziel hatte, langsam
ablaufende Prozesse der Nierenschadigung unter dem Einfluss eines Diabetes zu
detektieren. Anhand der funktionellen Parameter konnte gezeigt werden, dass in den
diabetischen Wildtyp-Tieren im Vergleich zu ihren gesunden Kontrolltieren eine
beginnende Schadigung der Niere durch den Diabetes aufgetreten ist (Abschnitt 3.2.3). Die
Veranderung der funktionellen Parameter unterschied sich in ihrem Ausmal} jedoch nicht
zwischen diabetischen Wildtyp- und Ackr2--Mausen (Abschnitt 3.3.4).
Im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren zeigten die Wildtyp-Tiere nach unilateraler
Nephrektomie und Induktion des Diabetes am Versuchsende zu Woche 25 eine
eingeschrankte Nierenfunktion, mit Erhéhung der Kreatinin- und Harnstoffwerte im Plasma
(Abbildung 3.4 A und B) und einer Verminderung der gemessenen GFR in Woche 23
(Abbildung 3.5).
Gesamtprotein- und Albuminwerte im Plasma waren in diabetischen Tieren gegentber der
gesunden Kontrollgruppe ebenfalls verringert (Abbildung 3.4 B und C), vereinbar mit einem
Eiweillverlust bei glomerularer Nierenschadigung der verbliebenen Niere im Rahmen der
Hyperfiltration und diabetischen Stoffwechsellage. Entsprechend zeigten diabetische
Wildtyp-Tiere eine im Versuchsverlauf ansteigende Albuminurie als Hinweis auf eine sich
entwickelnde diabetische Nephropathie. Bei vergleichbaren Werten in diabetischen
Wildtyp- und Ackr2’-Mausen wurden diese funktionellen Parameter durch die Ackr2-
Defizienz jedoch nicht beeinflusst. Sowohl die Kreatinin- und Harnstoffwerte als auch die
Plasmakonzentrationen der Proteine und des Albumins in beiden Genotypen
unterschieden sich nicht (Abbildung 3.13).
Vordaten aus Untersuchung anderer chronischer renaler Krankheitsmodelle konnten
dagegen eine Verschlechterung funktioneller Nierenparameter in Ackr2-defizienten
Knockout-Mausen nachweisen. Untersucht wurde unter anderem der Einfluss von Ackr2
auf den Verlauf der Immunkomplex-Glomerulonephritis (Bideak et al. 2018). In einem Zwei-
Wochenmodell wurden hier Ackr2-defiziente Mause mit C57BL/6J-Wildtyp-Mausen
verglichen. Es zeigte sich eine Verschlechterung der renalen Funktion. Albuminurie und
Harnstoffkonzentration im Plasma waren in den Ackr2-defizienten Mausen erhoht (Bideak
et al. 2018). Zwar konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass nach erfolgreich
induziertem Diabetes die Albuminurie im Verlauf zunimmt (Abbildung 3.6 B), jedoch konnte

kein Unterschied zwischen den diabetischen Wildtyp und Ackr2-defizienten Mausen
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nachgewiesen werden (Abbildung 3.15). Auch die erhéhte Harnstoffkonzentration in den
diabetischen Versuchsgruppen beider Genotypen war ahnlich. In dieser Arbeit wurde
zusatzlich die GFR der diabetischen Versuchstiere bestimmt (Abbildung 3.14), die ebenso
eine vergleichbare Nierenfunktionseinschrankung in den beiden diabetischen
Vergleichsgruppen zeigte. Sie gilt als deutlich sensitivere Methode zur Bestimmung der
Nierenfunktion (Pill et al. 2005). Im Gegensatz zum Glomerulonephritis-Modell fihrt somit
Ackr2-Defizienz im hier untersuchten chronischen Langzeitdiabetes-Modell nicht zu einem
verstarkten renalen Funktionsverlust. Diese Daten sprechen, zumindest innerhalb des hier
untersuchten Beobachtungszeitraums von 25 Wochen gegen einen nephroprotektiven
Effekt von ACKR2 bei der diabetischen Nephropathie.

Untersuchungen an einem weiteren diabetischen Nephropathiemodell in OVE26-Mausen,
die spontan eine diabetische Stoffwechsellage entwickeln, zeigten sogar nach 6 Monaten
eine Verminderung der Albuminurie in Ackr2-defizienten Mausen im Vergleich zum Wildtyp,
so dass diese Autoren einen der Erkrankung beschleunigten Effekt von ACKR2
postulierten (Zheng et al. 2016). Harnstoffmessungen oder andere funktionelle
Testverfahren wie die GFR-Bestimmung wurden in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. In den
OVE26-Mausen entwickelte sich ein Typ 1-Diabetes mit nachfolgender Nierenschadigung
durch transgene Uberexpression von Calmodulin in pankreatischen p-Zellen, die hierdurch
geschadigt werden und so zu einer defizienten Insulinproduktion und Sekretion fuhrt
(Epstein et al. 1989). Bei beiden Modellen, den OVE226-Mausen und dem in dieser Arbeit
verwendeten STZ-induzierten Diabetes, handelt es sich um Langzeitmodelle der
diabetischen Nephropathie mit einem Beobachtungszeitraum Uber 6 Monaten. In beiden
Modellen entwickelte sich die diabetische Stoffwechsellage unabhéangig von ACKR2. Die
Ursache fur die unterschiedliche Beeinflussung der Albuminurie durch Ackr2-Defizienz,
insbesondere deren Verbesserung bei Fehlen von Ackr2 in den OVE26-Mausen bleibt
unklar, kdnnte jedoch mdglicherweise im unterschiedlichen genetischen Hintergrund der
OVE26-Mause oder Unterschieden in pathophysiologischen Mechanismen und zeitlicher

Dynamik der diabetischen Nephropathieentwicklung begriindet sein (Yang et al. 2011).

4.3 Einfluss der Ackr2-Defizienz auf den renalen Gewebeschaden bei
diabetischer Nephropathie

Die diabetischen Wildtyp-Tiere entwickelten nach unilateraler Nephrektomie und Induktion

der diabetischen Stoffwechsellage im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe eine

deutliche Hypertrophie der verbliebenen Niere (Abbildung 3.3 B-D), wie sie auch fir den

diabetischen Nierenschaden beim Menschen charakteristisch ist (Arastéh et al. 2013).

Dieser liegt eine glomerulare Hyperfiltration zu Grunde, die im angewendeten Tiermodell

durch die Kompensationsmechanismen nach einseitiger Nephrektomie verstarkt wird
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(Douglas-Denton et al. 2002). Das Nierengewicht der diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-
Tiere in Woche 25 nach Induktion des Diabetes war allerdings vergleichbar (Abbildung
3.12), das auf eine ahnlich ausgepragte glomeruldre Veranderungen in beiden Genotypen
hinweist. In der histologischen Analyse wiesen diabetische Wildtyp-Nieren im Vergleich zu
gesunden Kontrollen keine signifikant vergroRerten Glomeruli auf, zeigten jedoch eine
vermehrte, flir den beginnenden diabetischen Nierenschaden charakteristische mesangiale
Matrixzunahme (Abbildung 3.7). Das Ausmal} dieser glomeruldren Mesangiumexpansion
unterschied sich in diabetischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten Nieren allerdings nicht
(Abbildung 3.16). Die vergleichbaren funktionellen Parameter der diabetischen
Nierenschadigung korrelierten somit mit einem ahnlich ausgepragten renalen
Gewebeschaden beider Genotypen. Hierauf wiesen auch die vergleichbare renale mRNA-
Expression des glomeruldren Strukturproteins Nephrin (Cooper et al. 2002) und der
tubuldren Schadensmarker KIM-1 (Panduru et al. 2015) und TIMP2 (Oremek et al. 2022) in
Wildtyp- und Ackr2”-Mausen hin. Bei einer verstarkten glomeruldren oder sekundar
tubulointerstitiellen Schadigung in Ackr2-defizienten Tieren ware eine verminderte Nephrin-
bzw. erhohte KIM-1- und TIMP2-Expression zu erwarten gewesen, hingegen zeigte sich in
dieser Arbeit kein Unterschied (Abbildung 3.17).

Tatsachlich hatte sich in Ackr2”-Mausen mit Immunkomplex-Glomerulonephritis im
Vergleich zum Wildtyp histologisch eine verstarkte Glomerulosklerose gezeigt (Bideak et
al. 2018). Dort war Nephrin in den Ackr2-defizienten im Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen
erniedrigt, wohingegen KIM-1 in den Ackr2-defzienten Mausen vermehrt exprimiert wurden.
Es zeigte sich somit in der vorangegangenen Arbeit bei Glomerulonephritis eine Zunahme
der glomerularen und tubuldren Schadigung in Ackr2-defizienten Mausen (Bideak et al.
2018). Die Vergleichsarbeit des diabetischen Nephropathiemodells in OVE26-Mausen zeigt
hierzu keine Daten (Zheng et al. 2016). Die verfigbaren Daten weisen damit darauf hin,
dass der renale Gewebeschaden im Verlauf der diabetischen Nephropathie durch ACKR2
nicht entscheidend beeinflusst wird. Im Gegensatz zum Immunkomplex-
Glomerulonephritis-Modell konnte in der vorliegenden Arbeit somit kein nephroprotektiver

Effekt von ACKR2 bei diabetischer Nierenschadigung nachgewiesen werden.

4.4 Einfluss der Ackr2-Defizienz auf die renale Leukozyteninfiltration bei
diabetischer Nierenschadigung

In der durchflusszytometrischen Analyse hatte sich eine verstarkte Infiltration von CD45*

Leukozyten in das renale Gewebe diabetischer Ackr2”-Mause im Vergleich zum Wildtyp

gezeigt (Abbildung 3.18). Dies betraf sowohl CD3" T-Lymphozyten und ihre CD4*

Subpopulation, als auch eine signifikant vermehrte Akkumulation mononuklearer

Phagozyten, als wichtige Effektorzellen, einer renalen Schadigung (Abbildung 3.19),
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einschliefllich Subpopulationen mit Expression des CCL2-Rezeptors CCR2 (Abbildung
3.20). Diese Ergebnisse wurden auch durch die erganzende immunhistologische
Auswertung bestatigt (Abbildung 3.21), in der sich eine signifikant vermehrte Infiltration von
CD3* T-Zellen, F4/80* Phagozyten und ER-HR3*- Makrophagen im renalen Kortex
diabetischer Ackr2"-Tiere zeigte. Entsprechend der urspriinglichen Arbeitshypothese sind
diese Daten mit einer bei Ackr2-Defizienz verstarkten Chemokin-vermittelten
Leukozytenrekrutierung in geschadigtes Nierengewebe infolge eines verminderten lokalen
Abbaus, z.B. von CCL2, vereinbar.

Diese Ergebnisse stimmen mit Daten aus dem Immunkomplex-Glomerulonephritis-Modell
Uberein (Bideak et al. 2018). Dort zeigten sich in Ackr2-defizienten Mausen im Vergleich
zur Wildtypgruppe ebenfalls eine vermehrte renale Leukozyteninfiltration mit signifikanter
Erhéhung der T-Zellen und ihrer Subpopulationen sowie F4/80* Phagozyten. Diese
Ergebnisse wurden sowohl mithilfe der Durchflusszytometrie als auch immunhistologisch
erhoben. Ahnliche Daten ergaben sich bei Analyse des chronischen Verlaufs nach akutem
renalen Ischamie/Reperfusionsschaden in Ackr2-defizienten Mausen (Lux et. al. 2019).
Dort wurden Ackr2-defiziente Mause mit Wildtyptieren verglichen, bei denen durch
transientes Abklemmen der Nierenarterien ein akuter tubularer Schaden induziert wurde. In
diesem Modell wurde die Regenerationsphase nach der akuten Schadigung Uber einen
Zeitraum von 5 Wochen analysiert. Schon am Tag 1 nach Verursachung der Ischamie
konnte ein leichter Anstieg der renalen Leukozyteneinwanderung in Ackr2-defizienten
Mausen beobachtet werden. Im Verlauf am Tag 5 und in Woche 5 konnte die vermehrte
renale Leukozytenakkumulation zunehmend nachgewiesen werden. Der groflte Effekt
wurde in Woche 5 nach Ischamie/Reperfusionsschaden detektiert. Vermehrt
akkumulierende T-Zellen mit der CD4* Population, sowie Phagozyten konnten sowohl
durchflusszytometrisch als auch in der immunhistologischen Untersuchung gezeigt werden.
Zusammenfassend weisen diese in verschiedenen renalen Krankheitsmodellen erhobenen
Daten  (Immunkomplex-Glomerulonephritis, chronischer Verlauf nach renalem
Ischamie/Reperfusionsschaden, diabetische Nephropathie) darauf hin, dass Ackr2-Deletion
die lokale Einwanderung von Leukozyten in geschadigtes Nierengewebe verstarkt (Bideak
et al. 2018; Lux et. al. 2019). Tatsachlich konnte auch in weiteren nichtrenalen
Krankheitsmodellen wie Hautentzindung oder Myokardinfarkt bei Ackr2-Defizienz eine
verstarkte Leukozyteninfiltration und Organschadigung nachgewiesen werden (Blackburn
et. al. 2004; Cochain et al. 2012; Graham 2009). Widersprichliche und damit
Uberraschende Ergebnisse in Bezug auf die renale Leukozyteninfiltration liefert dagegen
die Vergleichsarbeit am diabetischen Modell der OVE26-Mause (Zheng et al. 2016). Dort
zeigten sich in der immunhistologischen Auswertung verminderte CD45* und CD3" Zellen

in den Nieren Ackr2-defizienter Mause im Vergleich zum Wildtyp. Eine weiterfiihrende
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Analyse, insbesondere uber die Zahl infiltrierender mononuklearer
Phagozytenpopulationen wurde allerdings nicht durchgefiihrt. Im OVE26-Diabetesmodell
korrelieren damit die verbesserte Nierenfunktion und geringere Albuminurie bei Ackr2-
Defizienz mit der verminderten renalen Leukozytenakkumulation. Eine Ursache fir diese
diskrepanten Befunde im Vergleich zu den hier vorgelegten Daten im STZ-induzierten
Diabetesmodell und den vorangegangenen  Ergebnissen  weiterer renaler
Krankheitsmodelle mit primar glomerularer (Immunkomplex-Glomerulonephritis) oder
tubulointerstitieller (chronischer Verlauf nach Ischdmie/Reperfusionsschaden) Schadigung

bleibt allerdings unklar.

4.5 Einfluss der Ackr2-Defizienz auf die renale Entziindung und Fibrose
bei diabetischer Nierenschadigung

Die vermehrte Leukozytenakkumulation in diabetischen Ackr2”-Nieren konnte zu einer
verstarkten renalen Entziindungsreaktion flihren. Tatsachlich ergab die renale mRNA-
Expressionsanalyse aber vergleichbare Werte flir die Expression entziindlicher Mediatoren
des diabetischen Nierenschadens in Wildtyp- und Ackr2’-Mausen, wie TNFo, seiner
Rezeptoren und verschiedener inflammatorischer Chemokine (Abbildung 3.22). Auch die
renale Expression infammatorischer M1 Makrophagen-Marker und
regeneratorischer/profibrotischen M2 Makrophagen-Marker war zwischen beiden
Genotypen vergleichbar (Abbildung 3.23). Somit korrelierte die vermehrte Akkumulation
von T-Zellen und vor allem renaler Makrophagen nicht mit einer verstarkten oder qualitativ
veranderten Entziindungsaktivitat im renalen Gewebe Ackr2-defizienter Tiere.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Daten aus dem Verlauf anderer renaler
Krankheitsmodelle bei Ackr2-Defizienz (Bideak et al. 2018; Lux et. al. 2019). So zeigten die
Untersuchungen im Modell der Immunkomplex-Glomerulonephritis in den erkrankten
Nieren Ackr2-defizienter Mause erhdhte Konzentrationen inflammatorischer Chemokine
wie CCL2 und eine vermehrte mRNA-Expression des Rezeptors CCR2, welche mit der
verstarkten Einwanderung von Leukozyten korrelierten (Bideak et al. 2018). Auch im
chronischen Verlauf nach akutem renalen Ischamie/Reperfusionsschaden zeigten sich bei
Ackr2-Defizienz vergleichbare Effekte (Lux et al. 2019). Im Verlauf dieses Modells
korrelierte am Tag 5 und noch ausgepragter in Woche 5 nach Ischamie die vermehrte
renale Leukozytenakkumulation nicht nur signifikant mit gesteigerter renaler Expression
von Entzindungsmediatoren, sondern es konnte auch eine gesteigerte Expression von
Markern fur inflammatorische M1- und regeneratorischer/profibrotischen M2 Makrophagen
nachgewiesen werden. In dem hier untersuchten STZ-induzierten diabetischen
Nephropathiemodell konnte diese Korrelation dagegen nicht nachgewiesen werden. Trotz

vermehrter renaler Leukozyteninfiltration in Ackr2-defiziente diabetische Nieren wiesen
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diese im Vergleich zum Wildtyp keine vermehrte, sondern eine vergleichbare Expression
von Entziindungsmediatoren und Makrophagenmarkern auf. Mdglicherweise lag in Woche
25 der STZ-induzierten diabetischen Nephropathie im Vergleich zu den bisher
untersuchten renalen Krankheitsmodellen (Bideak et al. 2018; Lux et. al. 2019) eine so
geringe Auspragung der entzindlichen Aktivitat vor, dass trotz vermehrter renaler
Leukozytenfiltration in Ackr2-defizienten Mausen keine relevante Verstarkung der
Entziindung auftritt. Entsprechend korrelierte die in diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-
Tieren vergleichbare renale Entziindung letztendlich mit der gleich ausgepragten renalen
Gewebeschadigung und  Funktionseinschrankung in den beiden Genotypen.
Interessanterweise fuhrte im diabetischen OVE26-Mausmodell die verminderte renale
Leukozyteninfiltration bei Ackr2-Defizienz auch zu einer zumindest tendenziell
verminderten renalen Expression der inflammatorischen Chemokine CCL2 und CCLS5,
sowie des Chemokinrezeptors CCR2, wie mittels PCR in diabetischen Ackr2-defizienten
Mausen nachgewiesen wurde (Zheng et al. 2016). Die renale Expression weiterer
Entzindungsmediatoren wurde in dieser Arbeit allerdings nicht untersucht. Ebenso bleiben
Mechanismen, wie Ackr2-Defizienz zu einer geringeren Entziindungsaktivitat in der Niere
fuhrt, ungeklart. Ein potentiell verminderter Abbau proinflammatorischer Chemokine bei
Fehlen von Ackr2 sollte eher eine Verstarkung inflammatorischer Prozesse in der Niere mit
vermehrter Gewebeschadigung bewirken (Vielhauer et al. 2004, Anders et al. 2010, Tesch
2008, Tashiro et al. 2002, Inm et al. 1998, Lee et al. 2009, Nam et al. 2012, Chow et al.
2005, Chow et al. 2006, Sayyed et al. 2011).

Die verstarkte renale Entzindung in Ackr2-defizienten Mausen mit Immunkomplex-
Glomerulonephritis, chronischem Ischamie/Reperfusionsschaden oder auch
Aristolochiasaure-induzierter Nephropathie filihrte in diesen Modellen auch zu einer
vermehrten renalen  Fibrose, die mit einer rascheren Progression der
Nierenfunktionseinschrankung bei Ackr2-Defizienz korrelierte (Bideak et al. 2018, Lux et al.
2019). Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten diabetischen Nephropathie-Modell
ergaben sich allerdings keine Hinweise auf eine verstarkte Fibrosierung bei Ackr2-
Defizienz, verdeutlicht durch eine vergleichbare renale mMRNA-Expression von
Fibrosemediatoren, extrazellularen Matrixmolekilen und Fibroblastenmarkern in
diabetischen Wildtyp- und Ackr2”- Mausen (Abbildung 3.24). Gleiche Entziindungsaktivitat
in den Nieren beider Genotypen korrelierte somit auch mit vergleichbarer renaler Fibrose
und ahnlicher Einschrankung der Nierenfunktion in Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mausen.
In diabetischen OVE-Mausen mit Ackr2-Defizienz ging dagegen das verminderte
Entzindungsniveau auch mit geringerer renaler Fibrose einher, deren Ausmalf} histologisch

mittels Trichrom-Farbung erfasst wurde (Zheng et al. 2016).
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Interessanterweise ergab die durchflusszytometrische Analyse im Rahmen dieser Arbeit
dennoch eine verstarkte Akkumulation von Fibrozyten in den diabetischen Nieren der
Ackr2-defizienten Mause im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 3.25). Fibrozyten
exprimieren den CCL2-Rezeptor CCR2 (Reich et al. 2013, Xia et al. 2013), so dass ein
verminderter CCL2-Abbau bei Ackr2-Defizienz ihre verstarkte renale Infiltration vermitteln
kénnte. Die renale Fibrozytenzahl war auch in Ackr2-defizienten Tieren mit Immunkomplex-
Glomerulonephritis und nach Ischamie-/Reperfusionsschaden erhéht (Bideak et al. 2018,
Lux et al. 2019), ging bei diesen Erkrankungen jedoch im Gegensatz zum hier
untersuchten diabetischen Nephropathiemodell auch mit einer verstarkten renalen Fibrose
einher. Moglicherweise tragen aus der Zirkulation einwandernde Fibrozyten, im Gegensatz
zu anderen renalen Erkrankungsmodellen wie beispielsweise der obstruktiven
Nephropathie (Reich et al. 2013) bei der diabetischen Nephropathie, nicht relevant zum
fibrotischen Gewebeumbau in der Niere bei. Tatsachlich wurde kirzlich eine signifikante
profibrotische Rolle von Fibrozyten bei der Entwicklung der renalen Fibrose generell in

Frage gestellt (Kramann et al. 2018).

4.6 Einfluss der Ackr2-Defizienz auf lokale und systemische
Chemokinkonzentration am Beispiel von CCL2
Die in diabetischen Ackr2’-Mausen vermehrte renale Akkumulation von Leukozyten,
insbesondere auch CCR2-exprimierender Subpopulationen, sowie Fibrozyten ware, einer
dieser Arbeit zugrundeliegenden Hypothesen entsprechend, mit hdéheren renalen
Chemokinkonzentrationen (z.B. von CCL2) infolge eines verminderten Ackr2-vermittelten
lokalen Abbaus vereinbar. Bei der Bestimmung des renalen CCL2-Proteingehalts in
diabetischen Wildtyp- und Ackr2”-Tieren am Versuchsende in Woche 25 zeigten sich
jedoch keine Unterschiede in den beiden Versuchsgruppen (Abbildung 3.26). Hiermit
Ubereinstimmend war auch die CCL2-Konzentration im Urin der diabetischen Wildtyp- und
Ackr2-defizienten  Mause  vergleichbar. Im  hier untersuchten diabetischen
Nephropathiemodell scheint daher die Chemokin-degradierende Funktion von Ackr2 in der
Niere redundant zu sein und bei Fehlen von Ackr2 durch andere Chemokin-abbauende
Mechanismen kompensiert zu werden. Dies ist in anderen Nephropathie-Modellen wie der
Immunkomplex-Glomerulonephritis und des chronischen Ischamie/Reperfusionsschadens
nicht der Fall. Bei diesen Erkrankungen konnte in den Ackr2-defizienten Tieren erhohte
renale CCL2-Spiegel gemessen werden, die mit einer gesteigerten renalen
Leukozyteninfiltration, Entziindung, Fibrose und starker eingeschrankten Nierenfunktion
korrelierten (Bideak et al. 2018, Lux et al. 2019). Eine insgesamt geringe renale

Entziindungsaktivitdt bei diabetischer Nephropathie, im Vergleich zu den vorgenannten
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Krankheitsmodellen, konnte flr die unterschiedliche funktionelle Relevanz von ACKR2 flr
die Kontrolle der lokalen Entziindungsreaktion verantwortlich sein.

Interessanterweise konnten im Blut der diabetischen Ackr2”- Mause im Vergleich zum
Wildtyp erhohte CCL2-Plasmaspiegel gemessen werden. Erhéhte CCL2-Konzentrationen
im Blut lagen auch in Ackr2-defizienten Mausen mit Glomerulonepbhritis, chronischem
Ischamie/Reperfusionsschaden und obstruktiver Nephropathie vor (Bideak et al. 2018, Lux
et al. 2019), so dass von einem generellen systemischen Effekt einer Ackr2-Defizienz
auszugehen ist, der durch verminderten Chemokin-Abbau zu erhéhten Blutspiegeln von
CCL2 fihrt.

Wahrend erhohte CCL2-Butspiegel in diabetischen Ackr2”--Mausen mit erhéhten Zahlen
leukozytarer Effektorzellen im peripheren Blut Kkorrelieren, ergeben sich aus den
vorliegenden Ergebnissen kein Anhalt flr eine gesteigerte inflammatorische Aktivierung
von Podozyten durch vermehrte CCL2-Exposition. Aktivierte Podozyten exprimieren den
CCL2-Rezeptor CCR2, dessen Stimulierung zur direkten Podozytenschadigung beitragen
kann (Lee et al. 2009, Nam et al. 2012). Eine artifizielle Podozyten-spezifische
Uberexpression von CCR2 im Tiermodell bewirkt tatsachlich auch die Verschlechterung
einer diabetischen Nierenschadigung (You et al. 2017). Der eindeutige Nachweis einer
pathophysiologisch entscheidenden Rolle der CCR2-vermittelten Podozytenschadigung,
beispielsweise durch Untersuchungen an Podozyten-spezifischen CCR2-Knockout-
Mausen, wurde bisher jedoch noch nicht publiziert. Der Podozytenschaden geht mit einer
verminderten Expression des podozytaren Strukturgens Nephrin einher. Bei vergleichbarer
Albuminurie (Abbildung 3.15) als funktioneller Marker fur eine glomerulare Schadigung,
insbesondere der Podozyten, und vergleichbarer Nephrin mRNA-Expression (Abbildung
3.17) in diabetischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten Tieren ergab sich jedoch in den
vorliegenden Untersuchungen kein Anhalt fir einen vermehrten Podozytenschaden bei

erhohten CCL2-Blutspiegeln infolge der Ackr2-Defizienz.

4.7 Systemische Effekte der Ackr2-Defizienz in diabetischen Mausen

Korrelierend zu den erhdhten systemischen Blutspiegeln von CCL2 zeigten sich in
diabetischen Ackr2”-Mausen eine erhohte Zahl von zirkulierenden Monozyten im
peripheren Blut (Abbildung 3.28), insbesondere von den CCL2-Rezeptor CCR2
exprimierenden inflammatorischen Monozyten. Diese Leukozytenpopulationen waren in
gleichem Malfe in Ackr2-defizienten Milzen vermehrt (Abbildung 3.31). Im Gegensatz
hierzu zeigten sich im Knochenmark der Ackr2”-Mause eine verminderte Leukozytenzahl
mit deutlicher Reduzierung der CCR2* inflammatorischen Makrophagen (Abbildung 3.33).
Diese Daten sprechen fur einen verstarkten CCL2-abhangigen Efflux, insbesondere CCR2*

Makrophagenpopulationen, aus dem Knochenmark mit nachfolgender Anreicherung in Blut
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und Milz. Auch bei chronischem renalen Ischamie/Reperfusionsschaden konnten eine
hohere Zahl zirkulierender Monozyten, unter anderem CCR2" inflammatorischer
Monozyten und dendritische Zellen im Blut Ackr2-defizienter Mause bei gleichzeitiger
Reduktion dieser Leukozyten im Knochenmark nachgewiesen werden (Lux et al. 2019). Im
Verlauf der Immunkomplex-Glomerulonephritis und bei obstruktiver Nephropathie zeigten
sich in Ackr2”-Tieren ebenfalls vermehrt Monozyten und inflammatorische CD11b*
Ly6Chish Monozyten im peripheren Blut (Bideak et al. 2018, Lux et al. 2019). Auch andere
Autoren konnten eine erhohte Zahl zirkulierender Monozyten im Blut Ackr2-defizienter
Mause nach CCL2-Gabe nachweisen (Savino et al. 2012). Umgekehrt wurden in CCR2-
Knockout-Mausen verminderte inflammatorische Monozyten und dendritische Zellen im
Blut bei gleichzeitiger Akkumulation im Knochenmark beschrieben (Fujimura et al. 2015).

Die vermehrte CCL2-vermittelte Rekrutierung leukozytarer Effektorpopulationen aus dem
Knochenmark und ihre Erhéhung im peripheren Blut kdnnte bei Fehlen erhdhter renaler
Chemokinspiegel die vermehrte Leukozytenakkumulation in den diabetischen Nieren der

Ackr2-defizienten Tiere bewirken.

4.8 Zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse im Vergleich zur
Literatur
Bei der diabetischen Nephropathie weisen zahlreiche Daten zur Expression und
funktionellen Rolle von Chemokinen, insbesondere des proinflammatorischen Chemokins
CCL2 und seines Rezeptors CCR2 auf deren pathophysiologisch relevante Funktion fur die
renale Rekrutierung inflammatorischer Leukozyten und nachfolgender Gewebeschadigung
hin (Tesch 2008). So zeigen Diabetiker erhohte CCL2-Spiegel im Serum und sezernieren
deutlich vermehrt CCL2 im Urin. Humane Mesangiumzellen produzieren vermehrt CCL2,
wenn sie hohen Glukosekonzentrationen oder glykosylierten Molekilen (AGEs) ausgesetzt
sind (Tashiro et al. 2002, Ihm et al. 1998). CCL2 vermittelt die Auswanderung
inflammatorischer Monozyten aus dem Knochenmark in die Zirkulation und die
nachfolgende Infiltration in extravasales Gewebe, wie den Glomerulus und das renale
Interstitium (Vielhauer et al. 2004). Die pathophysiologische und therapeutische Relevanz
der CCL2/CCR2-Achse fir die diabetische Nephropathie wurde inzwischen in zahlreichen
tierexperimentellen Studien mit Blockade von CCL2 oder CCR2 in Mausmodellen gezeigt
(Chow et al. 2005, Chow et al. 2006, Tesch et al. 2008, Sayyed et al. 2011, Sullivan et al.
2013). Auch erste klinische Studien am Menschen zur Hemmung von CCL2 oder seines
Rezeptors CCR2 wurden erfolgreich abgeschlossen und konnten eine Verringerung des
klinischen Surrogat-Parameters Albuminurie unter der Behandlung zeigen (Menne et al.
2017, de Zeeuw et al. 2015). Diese Daten legen nahe, dass ein verringerter renaler oder

systemischer Abbau inflammatorischer Chemokine wie CCL2 bei Ackr2-Defizienz in

Dissertation von Mertsch, Manuela 121



4. Diskussion

Analogie zu anderen Nierenerkrankungen (Bideak et al. 2018, Lux et al. 2019) zu einer
Verschlechterung des diabetischen Nierenschadens fihren kénnte, das die
Grundhypothese dieser Arbeit darstellt.

Tatsachlich zeigen die erarbeiteten Ergebnisse jedoch, dass bei gleichermalien effizienter
Induktion der diabetischen Stoffwechsellage in beiden Genotypen Ackr2-defiziente Mause
im Vergleich zum Wildtyp zwar erhohte systemische CCL2-Spiegel im Blut mit
korrespondierender Vermehrung zirkulierender leukozytarer Effektorzellen und verstarkter
renaler Leukozytenakkumulation aufweisen. Bei vergleichbarem CCL2-Gehalt in
diabetischen Nieren fuhrt dies jedoch nicht zu vermehrter renaler Entzindung, fibrotischen
Gewebeumbau und verschlechtertem Verlauf der diabetischen Nephropathie. Die eher
chronische, geringe entzindliche Aktivitat im Verlauf der STZ-induzierten diabetischen
Nephropathie erklart mdglicherweise die redundante Funktion von ACKR2 in diesem
Modell, in dem offensichtlich das Fehlen der Ackr2-vermittelten Chemokin-abbauenden
Funktion in den diabetischen Nieren durch andere lokale Mechanismen kompensiert
werden kann. Offenbar ware auch eine hdhere intrarenale Chemokinkonzentration
notwendig, um die vermehrt akkumulierenden Leukozyten in den Ackr2-defizienten Nieren
ausreichend zu aktivieren und zu vermehrter Entziindung und renalem Schaden zu flhren.
Dies steht im Gegensatz zu Nephropathiemodellen mit starkerer initialer renaler
Schadigung und Entzindungsreaktion, wie der Immunkomplex-Glomerulonephritis oder
dem chronischen Ischamie/Reperfusionsschaden (Bideak et al. 2018, Lux et al. 2019), in
denen Ackr2-defiziente Tiere erhohte renale CCL2-Konzentrationen, vermehrte
Entzindung und Fibrose mit Verschlechterung der Nierenfunktion aufwiesen.
Moglicherweise hatte in dem hier untersuchten diabetischen Nephropathiemodell die
anhaltend gesteigerte renale Leukozytenakkumulation in Ackr2’-Mausen bei langerem
Verlauf beispielsweise Uber 50 Wochen doch zu einer verstarkten renalen Entziindung mit
erhohten renalen CCL2-Spiegeln und verstarkter Gewebeschadigung geflhrt. Ein
entsprechend langer Versuchszeitraum wurde in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht
untersucht.

Die Beeinflussung der diabetischen Nephropathie durch den atypischen Chemokinrezeptor
Ackr2 wurde bereits in einem alternativen Diabetes-Modell untersucht. Es wurden statt des
STZ-Modells transgene OVE26-M&use verwendet, in denen die Uberexpression eines
inserierten Calmodulingens mit einer frlhen R-Zellzerstérung im Pankreas assoziiert ist
(Epstein et al. 1989). Diese Mause entwickeln bereits in den ersten Lebenstagen eine
Hyperglykdmie. Zheng und Mitarbeiter untersuchten den Einfluss eines Ackr2-Knockouts in
OVE26-Mausen (Zheng et al. 2016). Uberraschender Weise berichten diese Autoren eine
proinflammatorische, nierenschadigende Funktion von Ackr2 in ihrem diabetischen

Nephropathiemodell. Ackr2-defiziente OVE26-Mause im Alter von 6 Monaten wiesen im
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Vergleich zu OVE26-Kontrollmausen verbesserte Nierenretentionsparameter, eine
verminderte Albuminurie, geringere renale Leukozytenakkumulation und
Chemokinexpression, sowie eine geringere renale Fibrose auf (Zheng et al. 2016).
Zugrundeliegende Mechanismen fir diesen unerwarteten Phanotyp wurden nicht
untersucht. Die Autoren spekulieren Uber eine mdglicherweise effektivere Beseitigung
hyperglykamischer Nierenschaden in Ackr2-OVE26-Mausen, so dass keine ausgepragte
chronische Nierenentziindung bei Ackr2-Defizienz entsteht. Tatsachlich wurden verstarkte
anti-inflammatorische Immunantworten bei Fehlen von Ackr2 berichtet, beispielsweise eine
vermehrt entzindungshemmende Funktion verstarkt akkumulierender Ly6C"" Monozyten
bei muriner Graft versus Host-Erkrankung in Ackr2-defizienten Mausen (Savino et al.
2012). Die berichteten Ergebnisse im diabetischen OVE26-Mausmodell stehen allerdings
im Widerspruch zu den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten, die eine vermehrte
renale Leukozytenakkumulation und keine Verbesserung von Nierenfunktionsparametern,
renaler Entziindung und Fibrose in diabetischen Ackr2”-Mausen zeigt. Auch die in den
anderen Nephropathiemodellen berichteten Ergebnisse, sowie Untersuchungen in
zahlreichen anderen Erkrankungen wie Hautentziindung oder Myokardinfarkt weisen auf
organprotektiven, lokal entziindungsbegrenzende Eigenschaften von ACKR2 mit
Verschlechterung der Erkrankungen bei Ackr2-Defizienz hin (Bideak et al 2018, Lux et al.
2019, Cochain et al. 2012; Graham 2009). Grinde fir die diskrepanten Ergebnisse in den
beiden diabetischen Nephropathiemodellen bleiben unklar, kdnnten jedoch beispielsweise
im speziellen genetischen Hintergrund des OVE26-Mausmodells liegen. Ubereinstimmend
weisen aber sowohl die hier erhobenen Daten im STZ-induzierten Diabetes-Modell als
auch die publizierten Ergebnisse in der OVE26-Maus auf das Fehlen eines
nephroprotektiven ACKR2-Effekts hin, da in beiden Modellen Ackr2-Defizienz nicht mit

einer Verschlechterung der Erkrankung einhergeht.

4.9 Limitation der Arbeit und Ausblick

Trotz erhéhter CCL2-Plasmaspiegel und vermehrter renaler Leukozyteninfiltration in
diabetischen Ackr2-defizienten Mausen ergab sich in dem hier untersuchten STZ-
induzierten Diabetesmodell entgegen der Ausgangshypothese dieser Arbeit keine
Verschlechterung der diabetischen Nephropathie bei Ackr2-Defizienz. Wahrend in renalen
Krankheitsmodellen mit hoher entzindlicher Aktivitdt wie der Immunkomplex-
Glomerulonephritis oder dem chronischen Verlauf nach Ischamie/Reperfusionsschaden
(Bideak et al 2018, Lux et al. 2019) ein entzindungsbegrenzender, nephroprotektiver
Effekt von ACKR2 nachgewiesen wurde, koénnte eine insgesamt geringe
Entziindungsaktivitat im Verlauf der STZ-induzierten diabetischen Nephropathie eine

Ursache flir den fehlenden Nachweis einer nephroprotektiven ACKR2-Funktion in diesem
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Modell sein. Im chronischen Verlauf nach Ischamie/Reperfusionsschaden zeigte sich ein
starkerer entzindungsbegrenzender und nephroprotektiver Effekt von ACKR2 mit
zunehmender Beobachtungsdauer in Woche 5, auch wenn bereits nach 5 Tagen eine
verstarkte Leukozyteninfiltration in Ackr2-defizienten Nieren vorlag (Lux et al. 2019). Es
koénnte somit sein, dass im Diabetesmodell der Beobachtungszeitraum bis Woche 25 nicht
ausreichend war, um Unterschiede in dem langsamer ablaufenden Entziindungsprozess in
Ackr2-defizienten Mausen erfassen zu koénnen. Dafir sprache, dass eine erhdhte
Leukozyteninfiltration in Woche 25 bereits festgestellt werden konnte, eine vermehrte
renale Inflammation und Fibrose und schliel3lich strukturelle Nierenschadigung bei den
Ackr2-defizienten Mausen jedoch eventuell noch nicht vorhanden war. Eine weitere
Versuchsreihe mit verlangertem Beobachtungszeitraum z.B. bis Woche 52 kdénnte somit
eine Charakterisierung maoglicher nephroprotektiver ACKR2-Effekte in diesem Modell
erlauben. Erganzend konnte die funktionelle Relevanz von ACKR2 bei der diabetischen
Nephropathie auch an weiteren Diabetes-Modellen untersucht werden. Ein mdoglicher
Ansatz ware, diabetische db/db Mause als etabliertes Modell eines Typ Il-Diabetes zu
untersuchen (Kobayashi et al. 2000). Nachteil ware jedoch die Notwendigkeit, den Ackr2-
Knockout in Mause mit genetischem db/db-Hintergrund langwierig Uber mehrere
Generationen einkreuzen zu mussen. Dagegen konnten Untersuchungen von Ackr2-
defizienten Mausen in weiteren Diabetes-Modellen hilfreich sein, die widerspriichlichen
Ergebnisse in den vorliegenden Arbeiten im STZ-induzierten Diabetesmodell und den
OVEZ26-Mausen aufzuklaren.

Eine weitere Limitation der vorgelegten Arbeit stellt die Verwendung eines globalen Ackr2-
Knockouts dar, der nicht die Untersuchung Zelltyp-spezifischer ACKR2-Funktionen, z.B. in
Leukozyten oder Podozyten, erlaubt. Hier waren erganzende Untersuchungen an
Knochenmark-chimaren Mausen oder Zelltyp-spezifische Knockout-Mause, die bisher nicht
verfigbar sind, notwendig gewesen. Untersuchung von Knockout-Mausen ermdglicht
zudem keine experimentelle Beurteilung der therapeutischen Relevanz; hier muissten
Interventionsstudien mit ACKR2-Antagonisten oder Agonisten nach erfolgter Ausbildung
der diabetischen Nierenschadigung durchgeflihrt werden.

In Anbetracht der klinischen Bedeutung der diabetischen Nephropathie und der Tatsache,
dass dies eine weit verbreitete Erkrankung vor allem der Wohlstandsbevdlkerung ist, wird
die Notwendigkeit der Therapieausweitung und noch weiter gedacht der Heilung der
diabetischen Nephropathie ersichtlich. Auch wenn in der vorgelegten Arbeit der atypische
Chemokinrezeptor ACKR2 nicht als therapeutisches Zielmolekil progressions-
verlangsamender Behandlungsansatze der diabetischen Nephropathie identifiziert werden
konnte, ist angesichts der experimentellen Ergebnisse in anderen Nephropathiemodellen

eine nephroprotektive Funktion von ACKR2 beim Diabetes nicht ausgeschlossen. Die oben
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4. Diskussion

diskutierten Limitationen, des hier untersuchten diabetischen Nephropathiemodells, legen
weiterfuhrenden Studien an Diabetes-Modellen mit anderen Charakteristika wie
beispielsweise der db/db-Maus nahe, um die pathophysiologische Funktion von ACKR2
auch hinsichtlich der zum Teil widersprichlichen Daten in den verschiedenen
Diabetesmodellen weiter aufzuklaren. Experimentelle Interventionsstudien mit ACKR2-

Antagonisten oder Agonisten, sofern in Zukunft verfligbar, waren hierflr zusatzlich hilfreich.
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